





Von der Fakulta¨t fu¨r Physik und Geowissenschaften
der Universita¨t Leipzig
genehmigte
D I S S E R T A T I O N





geboren am 04.06.1969 in Chemnitz
Tag der Verleihung: 26.11.2001
Betreuer: Prof. Dr. rer. nat. habil. Tilman Butz
1. Gutachter: Prof. Dr. rer. nat. habil. Klaus Arnold
2. Gutachter: Prof. Dr. rer. nat. habil Klaus-Peter Lieb
Bibliographische Beschreibung
Reinert, Tilo
Ionenstrahluntersuchungen am Gelenkknorpel – Energiedispersive Ro¨nt-
genspektrometrie, Ru¨ckstreuspektrometrie und Transmissionsionenmikro-
skopie (PIXE, RBS, STIM)
Universita¨t Leipzig, Dissertation
150 S., 117 Lit., 84 Abb., 1 CD
Referat:
Knorpel ist ein kompliziertes System aus einem kollagenen Netzwerk, gefu¨llt mit
wasserbindenden Makromoleku¨len (Proteoglykanen) und darin eingebetteten Zellen.
Sto¨rungen in den komplexen Wechselbeziehungen ko¨nnen zur Gefa¨hrdung der struktu-
rellen Integrita¨t des Knorpels fu¨hren. Die hochauflo¨sende Magnetresonanztomographie
(NMR-Mikroskopie) kann u¨ber die Analyse der Signalintensita¨t interne Knorpelstruk-
turen darstellen (hypo- und hyperintense Zonen).
Mit Hilfe ionenmikroskopischer Analysemethoden (PIXE, RBS, ERDA) wurden im
Knorpel (femorale und tibiale Kondyle des Hausschweins) im Querschnitt die zwei-
dimensionalen Verteilungen der Knorpelelemente (H, C, N, O, P, S, Cl, K und Ca)
aufgenommen sowie die Konzentrationen in ausgewa¨hlten Zonen bestimmt. Erga¨nzend
wurde mit STIM die Dichteverteilung im Knorpel untersucht. Es gelang auch mit
STIM, erstmalig kollagene Fasern in ihrer, bis auf den Wasserentzug natu¨rlichen, Um-
gebung im Knorpel und damit unvera¨ndert in ihrer Anordnung sichtbar zu machen
(keine chemische Demaskierung no¨tig).
Die Ergebnisse wurden mit NMR- und polarisationsmikroskopischen Untersuchun-
gen verglichen und in ihrem Zusammenhang mit den histologischen Knorpelzonen dis-
kutiert. In den NMR-hypointensen Zonen fanden sich eine erho¨hte Chlorkonzentration
und punktfo¨rmige Calciumanreicherungen. Diese Zonen waren (im gefriergetrockneten
Zustand) durch eine, bis zu einem Faktor vier ho¨here Dichte gekennzeichnet, die im ma-
ximalen Gehalt der Matrixelemente, H, C, N, O, (ho¨chste Kollagendichte) begru¨ndet
liegt. Im tibialen Knorpel konnten in der NMR-hypointensen Zone radial verlaufende
einzelne Kollagenfasern nachgewiesen werden. Im femoralen Knorpel wurden in die-
ser Zone keine Einzelfasern nachgewiesen. Es deutete sich eine tubula¨re Anordnung
der Kollagenfasern an. In der hypertrophen Zone zeigten sich hohe Konzentrationen
an Phosphor (Zellorganellen), Schwefel (Proteoglykane), Kalium (alkalisches Milieu)
und Calcium (Vorstufe der Kalzifizierung). Die Chlorkonzentration hatte dort ihr Mi-
nimum. In dieser Zone verlaufen die Kollagenfasern radial und mu¨nden senkrecht in
den Kalkknorpel. In der Tangentialfaserschicht wurde eine erho¨hte Konzentration an
Calcium und Phosphor beobachtet (Einlagerung von Calciumphosphaten). In dieser
Zone wurden tangential verlaufende Kollagenfasern und ihr U¨bergang zur sta¨rkeren
Vernetzung mit teilweise arkadenfo¨rmiger U¨berstruktur sichtbar gemacht.
Zur genaueren Aufkla¨rung der dreidimensionalen Anordnung der kollagenen Struk-
turen wurden erste Experimente zur STIM-Tomographie durchgefu¨hrt.
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Ein kluger Mann verehrt das Schwein,
er denkt an dessen Heritage.
Von außen ist es ja nicht fein,
doch innen sitzt die Cartilage.
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Wichtigste Ergebnisse im U¨berblick
Elementverteilung im Knorpel Es wurden zweidimensionale, qualitative Element-
verteilungen der Elemente H, C, N, O, P, S, Cl, K und Ca u¨ber den Querschnitt des fe-
moralen und tibialen Knorpels des Kniegelenks vom Hausschwein aufgenommen. Damit
wurde zum ersten Mal ein Vergleich der Verteilungen und Gehalte der Elemente unter-
einander, mit den histologischen Knorpelzonen und mit dem NMR-Erscheinungsbild
durchgefu¨hrt.
Die Matrixelemente sind im Knorpel nicht gleichverteilt. Sie verdichten sich in der
Tangentialfaserschicht und auch in der Proliferationszone. Der Dichteunterschied be-
tra¨gt etwa das Drei- bis Vierfache; beim Kohlenstoff wurde auch ein Anstieg auf das
Fu¨nffache beobachtet. Aus der inhomogenen Dichteverteilung wurde auf eine starke
Vera¨nderung im Kollagengehalt innerhalb des Knorpels geschlossen. Die Bereiche ho-
her Dichte (hohen Kollagengehalts) ko¨nnen den Zonen mit hypointensen NMR-Signalen
zugeordnet werden.
In diesen Zonen wurde keine Erho¨hung des Schwefel-, Kalium und des Calciumge-
halts festgestellt. Die vermutete Verbindung zwischen ho¨herem Calciumgehalt und den
NMR-hypointensen Zonen konnte aus den vorliegenden Untersuchungen nicht festge-
stellt werden. Chlor war, neben den Matrixelementen, das einzige Element mit einem
erho¨hten Gehalt in der dichten Zone.
In der dichten Tangentialfaserschicht der Knorpeloberfla¨che wurden ha¨ufig mitein-
ander korrelierende Anreicherungen an Calcium und Phosphor vorgefunden, mo¨gliche
Anzeichen der Kalzifizierung.
Kollagenstruktur im Knorpel Es wurden erstmals kollagene Fasern in ihrer – bis
auf den Wasserentzug – natu¨rlichen Umgebung und damit nahezu unvera¨nderten An-
ordnung sichtbar gemacht. Ein Demaskieren der Fasern durch chemische Behandlung
oder Gefrierbruch war nicht no¨tig.
Die Ausrichtung der Fasern entsprach der vom NMR-Erscheinungsbild abgeleiteten
Orientierung, sowohl in den Bereichen radialer als auch in den Bereichen tangentialer
Vorzugsorientierung.
In den Zonen tangentialer Ausrichtung des femoralen Knorpels bilden die kollagenen
Fibrillen vermutlich tangential verlaufende tubula¨re Strukturen.
Die Durchfu¨hrung eines ersten tomographischen Experiments zeigte die Mo¨glichkeit
der dreidimensionalen Darstellung kollagener Strukturen in ihrer ra¨umlichen Anord-









1.1 Medizinische Aspekte der Arthroseforschung
1.1.1 Die Arthrose
In Deutschland leiden etwa 8–9 Millionen Menschen an arthrotischen Vera¨nderun-
gen der Gelenke. Beginnend mit Reibegera¨uschen oder leichten Bewegungsschmerzen
ko¨nnen die arthrotischen Vera¨nderungen in den Gelenken bis zur vo¨lligen Zersto¨rung
des Gelenkknorpels sowie zu sklerotischen Vera¨nderungen und Verformungen des epi-
physa¨ren Knochens und damit zur Immobilisation des Gelenkes fu¨hren. Bei der Arthro-
se durchla¨uft der Knorpel verschiedene pathologische Stadien (Abb. 1.1). Am Anfang
der arthrotischen Vera¨nderungen treten noch keine Symptome auf. Man spricht von
stummer Arthrose. In diesem Stadium kommt es zu biochemischen Vera¨nderungen mit
versta¨rkter Schwellung des Knorpels (Stadium 0). Durch die vera¨nderte Biochemie des
Knorpels verliert die Oberfla¨che, also die artikulierende Fla¨che, ihre glatte Struktur,
sie raut auf. Es kommt zum Verlust der granula¨ren Mikrostrukturen und somit zur
Offenlegung des fibrilla¨ren kollagenen Netzwerkes der Tangentialfaserschicht (Stadi-
um I). Die natu¨rliche Barriere, die die Knorpelmatrix einschließt, wird fu¨r Substanzen
(Proteasen) durchla¨ssiger, die an der Degeneration des Knorpels beteiligt sein ko¨nnen.
Das kollagene Fasernetzwerk des Knorpels wird angegriffen und der Grad der Vernet-
zung nimmt ab, wodurch ein versta¨rktes Quellen der Proteoglykane mo¨glich wird. Die
mechanische Ha¨rte und Elastizita¨t gehen verloren, versta¨rkt durch eine Verminderung
des Proteoglykangehalts (Stadium II). Normale Belastung fu¨hrt zur U¨berlastung und
weiteren Destruktion des Knorpels. Tiefe Fissuren und starker Knorpelabrieb sind die
Folge (Stadium III). Das kann sich schließlich bis zur vollsta¨ndigen Zersto¨rung der
Knorpelschicht fortsetzen (Stadium IV).
1.1.2 Mo¨glichkeiten der Fru¨hdiagnostik
Trotz verschiedener Therapiemo¨glichkeiten (Bewegung, physikalische Therapie, Medi-
kamente, chirurgische Eingriffe, Implantate) bleibt die Funktionsfa¨higkeit des Gelenkes
gegenu¨ber gesunden Gelenken eingeschra¨nkt. Eine fru¨he Diagnose und effektivere The-
rapien lassen sich nur mit einem tiefen Versta¨ndnis der pathologischen Prozesse und
der Beschaffenheit des gesunden Gelenkknorpels entwickeln.
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Abb. 1.1: Entwicklungsstadien der Arthrose und Zugang diagnostischer Methoden [Mar90].
Langja¨hrige biochemische Studien ero¨ffneten durch die Identifizierung der makro-
molekularen Bestandteile der Knorpelmatrix (Kollagene, Proteoglykane, Glykoprote-
ine) und knorpelrelevanter Enzyme spezifische Messparameter zur Charakterisierung
verschiedener arthrotischer Zusta¨nde. Die Anwendung dieser Erkenntnisse auf Diagnose
und Therapie von Arthrosen steht jedoch erst am Anfang [Mar90, Wes98, Gar00].
Eine vielversprechende diagnostische Methode der Fru¨herkennung ero¨ffnet die Mag-
netresonanztomographie (MRT). Als nichtinvasives bildgebendes Verfahren mit hohem
Weichteilkontrast ist sie die Methode der Wahl bei der Einscha¨tzung von Knorpella¨sio-
nen durch arthrotische Vera¨nderungen. Jedoch unterliegt die MRT in der klinischen
Diagnostik vor allem in den Fru¨hstadien der Arthrose noch methodischen und appara-
tiven Beschra¨nkungen. Fu¨r eine verbesserte diagnostische Beurteilung der Arthrose im
Fru¨hstadium ist neben einer verbesserten Darstellung von Knorpeloberfla¨che und Knor-
peldicke die Darstellung der inneren Strukturen des Knorpels und deren altersbedingte
oder pathologische Vera¨nderungen von entscheidender Bedeutung [Glu¨90, Gru¨93].
Das beruht auf der Annahme, dass sowohl kompositorische als auch strukturelle Ma-
trixvera¨nderungen als Zeichen fru¨harthrotischer Prozesse aufgefasst werden ko¨nnen.
Gru¨nder und Mitarbeiter konnten an einem Bruker AMX 300 Spektrometer1 mit
Mikroskopiezusatz zeigen, dass die Methode der hochauflo¨senden MRT (in vitro NMR-
Mikroskopie, Pixelauflo¨sung > 17µm, Schichtdicke > 100µm) unter speziellen experi-
mentellen Bedingungen in der Lage ist, Zonen anisotroper Wasserorientierung und so-
mit die Textur des Knorpels sichtbar zu machen. Diese Zonen werden aufgrund innerer
Matrixwechselwirkungen auf Bereiche ausgerichteter, mit Vorzugsrichtung orientier-
ter kollagener Fasern zuru¨ckgefu¨hrt [Gru¨98]. Ohne die Mo¨glichkeit, kollagene Fasern
selbst darstellen zu ko¨nnen, erlaubt diese Art von Messungen prinzipiell einen nichtde-
struktiven und nichtinvasiven Zugang zur Integrita¨tsbestimmung kollagener Strukturen
1Feldsta¨rke 7,1 T
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im Knorpel (Abb. 1.2). Altersbedingte oder arthrotische Vera¨nderungen in der Struk-
tur ließen sich so fru¨hzeitig erfassen. Es mangelt aber noch an systematischen Studien
unter besonderer Beru¨cksichtigung der strukturellen Anisotropie mit dem Ziel Norm-
werte verfu¨gbar zu machen, die eine sichere Diagnose pathologischer Vera¨nderungen
im Vergleich zu einer gesunden Vergleichsgruppe ermo¨glichen. Jedoch werden bereits





1,5 T Magnetom SP 63 7 T Bruker AMX 300 Modellvorstellung
Abb. 1.2: Mo¨glichkeit des Einsatzes der hochauflo¨senden MRT zur Integrita¨tsbestimmung im Gelenk-
knorpel. Durch Erweiterung der konventionellen MRT (links, menschliches Knie) zur hochauflo¨senden
NMR-Mikroskopie (mitte, Schweineknie) kann die Struktur des kollagenen Netzwerkes abgeleitet wer-
den.
Abbildung 1.1 zeigt den mo¨glichen Einsatz der MRT als Diagnoseverfahren im Ver-
gleich zu anderen diagnostischen Methoden. Nur die invasive und destruktive Biopsie
zur biochemischen Analyse ermo¨glicht eine a¨hnlich fru¨he und zur Zeit noch pra¨zisere
Beurteilung des Knorpels. Alle anderen Methoden in Verbindung mit der Erhebung
einer Anamnese erlauben erst bei bereits vorangeschrittenen strukturellen Vera¨nde-
rungen (z.B. Oberfla¨chen-Fibrillation, Sklerotisierung des subchondralen Knochens)
Aussagen u¨ber den Grad der Degradation. Dabei sind außer bei der Ro¨ntgenographie
die Methoden invasiv oder gar destruktiv, was zu einer Erho¨hung des Risikos von
Komplikationen fu¨hrt.
Mit Hilfe der hochauflo¨senden MRT (Abschnitt 6.2.1) werden hypointense Zonen
im Knorpel sichtbar (in Abb. 1.1 durch einen hypointensen Streifen im Knorpel mit
Fragezeichen dargestellt), deren Ursache in der anisotropen Struktur des kollagenen
Netzwerkes begru¨ndet liegt [Gru¨98]. Das Bewerten des Auftretens solcher Zonen im
Zusammenhang mit der Pathogenese der Arthrosen und deren initiale Prozesse sind
noch weitgehend ungekla¨rt.
Unter dem Aspekt, hier eventuell fu¨r die Arthrosen relevante Vera¨nderungen gefun-
den zu haben, ist die Untersuchung anderer Merkmale, wie zum Beispiel der Verteilung
von Calcium, speziell Ca2+, fu¨r die Grundlagenforschung zur Arthroseentstehung in-
teressant geworden. Dazu wurden histologische Untersuchungen mittels biochemischer
Fa¨rbetechniken im Vergleich zur MRT am Gelenkknorpel durchgefu¨hrt [Hah99]. Im
Rahmen der zitierten Arbeit wurde mit calciumspezifischen Fa¨rbungen (von Kossa,
Alizarinrot S) amorphes Calcium in den Zonen hypointenser MRT Signale nachgewie-
sen und im Zusammenhang mit der anisotropen Struktur des kollagenen Netzwerkes als
stabilisierender Faktor interpretiert. Untersuchungen zur Wechselwirkung des ionischen
Calciums mit der Knorpelstruktur zeigten ein von Ca2+ abha¨ngiges Verhalten der Vi-



















Abb. 1.3: Modell einer Ca2+ induzierten Transformation vernetzter kollagener Fasern zu ausgerichteten
Strukturen.
(Ethylendiamintetraessigsa¨ure) zur Inaktivierung des Ca2+ konnten die hypointensen
Zonen (reversibel durch Zugabe von CaCl2) reintensiviert werden. Diese Ergebnisse un-
terstu¨tzen das Modell einer Ca2+-induzierte Transformation des kollagenen Netzwerkes
von hochgradig vernetzten zu ausgerichteten Strukturen durch eine Blockierung der
Verbindungsmechanismen zwischen den kollagenen Fasern (Abb. 1.3) [Gru¨94].
Welche molekularen Mechanismen bei diesem calciumabha¨ngigen Prozess eine Rolle
spielen blieb aber noch ungekla¨rt. Auch die Frage nach den kausalen Zusammenha¨ngen
des Auftretens anisotroper Knorpelstrukturen und der Calciumverteilung bedarf wei-
terer Untersuchungen, auch erga¨nzt durch andere Methoden.
1.2 Ansatzpunkte fu¨r die Ionenstrahlanalyse
1.2.1 Ortsaufgelo¨ste Elementanalytik
Die Ionenstrahlanalyse mit fokussiertem Ionenstrahl ermo¨glicht simultan die quan-
titative Analyse von Elementverteilungen mit hoher Sensitivita¨t (ppm-Bereich) und
Ortsauflo¨sung (≤ 1µm). Dadurch ist die Ionenmikrostrahlanalyse seit ihren methodi-
schen Anfa¨ngen in den siebziger Jahren eng mit Anwendungen aus biologischer und
medizinischer Forschung verbunden [Leg80]. Ein wichtiger Grund dafu¨r ist die gute
Analysierbarkeit der physiologisch relevanten Elemente geringerer Konzentration, wie
zum Beispiel Phosphor, Schwefel, Chlor und Kalium sowie Spurenelemente (Calcium,
Eisen, Zink u.a.) in der relativ leichten Matrix (hoher Anteil an Wasserstoff, Kohlen-
stoff, Stickstoff und Sauerstoff in organischen Proben).
Eine Ausnahme ist der Nachweis von Magnesium und Natrium u¨ber deren sehr
niederenergetische charakteristische Ro¨ntgenstrahlung (< 1,5 keV). Wegen der starken
Absorption der Ro¨ntgenstrahlung in der Probe und im Detektorfenster ergeben sich
die Nachweisgrenzen fu¨r Natrium und Magnesium von etwa 0,1 %.
Fu¨r eine Untersuchung der Elementverteilungen und deren Zusammenhang mit
knorpelinternen, NMR-mikroskopisch sichtbaren Strukturen eignen sich die Methoden,
die die Ionenstrahlanalytik bietet. Durch die Spektrometrie teilcheninduzierter Ro¨nt-
genstrahlung (PIXE, Abschnitt 4.2) lassen sich von den im Knorpel vorkommenden
Elementen die Verteilungen von P, S, Cl, K und Ca untersuchen. Die Verteilungen der
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Hauptelemente C, N und O ko¨nnen u¨ber die Spektrometrie ru¨ckgestreuter Teilchen
analysiert werden (RBS, Abschnitt 4.3). Der Nachweis des ebenfalls im Knorpel reich-
lich vorkommenden Elements H gelingt u¨ber die Spektrometrie in Vorwa¨rtsrichtung
gestreuter Teilchen (ERDA, Abschnitt 4.4). Neben den Elementverteilungen la¨sst sich
auch die Masseverteilung im Knorpel u¨ber den Energieverlust der Ionen bei Transmis-
sion durch die Probe darstellen (STIM, Abschnitt 4.5). Damit kann u¨ber die Dicht-
eunterschiede der Matrixkomponenten die Anordnung der kollagenen Fasern sichtbar
gemacht werden.
1.2.2 Visualisierung kollagener Strukturen
Bisher war es nur der Elektronenmikroskopie mo¨glich in Auflo¨sungsbereiche unter
100 nm vorzudringen und kollagene Strukturen im Knorpel zu visualisieren [Cla91,
Hwa92, Goo00]. Dafu¨r bedarf es aber eines relativ großen pra¨parativen Aufwandes,
der zwar im wesentlichen schon Routine ist (konventionelle chemische Fixierung, Ge-
frierbruch, Gefriera¨tzen), jedoch ha¨ufig zu Artefakten und Fehlinterpretationen fu¨hrte
[Ech92]. Deshalb ist es auch heute noch immer das Beste, fu¨r morphologische Studien
keine chemische Fixierung zu verwenden.
Hier bieten die Eigenschaften des Ionenstrahls, das sind die gro¨ßere Reichweite und
geringere Aufstreuung in Materie, Vorteile gegenu¨ber dem Elektronenstrahl. Die kolla-
genen Fasern mu¨ssen nicht von der sie umgebenden Matrix befreit werden, um eine Dar-
stellung zu erreichen. Sie unterscheiden sich aufgrund des strukturellen Aufbaus durch
eine ho¨here Dichte von den anderen Matrixproteinen und Knorpelbestandteilen. Das
ero¨ffnet die Mo¨glichkeit u¨ber Transmissionsionenmikroskopie (STIM, Abschnitt 4.5),
im hochauflo¨senden Modus (Auflo¨sung < 100 nm), einzelne kollagene Fasern oder sogar
Fibrillen u¨ber ihre Dichteunterschiede abzubilden. Jedoch ist die Gro¨ßenordnung der
Strukturen in einem Bereich, in den nur die leistungsfa¨higsten Ionensonden vordringen
ko¨nnen. Unter der Voraussetzung, dass die Ionensonde technisch auf einem sehr weit
entwickelten Stand ist, kann die beno¨tigte Auflo¨sung erreicht werden.
Darauf aufbauend kann durch die Anwendung tomographischer Methoden das Fa-
sernetzwerk dreidimensional rekonstruiert werden. Die dabei zuga¨nglichen Probenvo-
lumina entsprechen einem Wu¨rfel bis zu etwa 50µm Kantenla¨nge mit einer Auflo¨sung
besser als 100 nm.
1.3 Voruntersuchungen zur Calciumverteilung
Zu Beginn der ionenstrahlanalytischen Untersuchungen am Gelenkknorpel stand noch
keine Anlage mit fokussiertem Ionenstrahl in Leipzig zur Verfu¨gung. Allerdings war
die Installation eines modernen Ionenstrahllabors mit neuester experimenteller Aus-
stattung schon geplant und die Bauarbeiten hatten bereits begonnen. Grundlegende
Untersuchungen zur Pra¨paration der Knorpelproben und zum Verhalten unter Ionenbe-
schuss wurden an dem damals zur Verfu¨gung stehenden van-de-Graaff-Beschleuniger
durchgefu¨hrt. Erste radiale Elementverteilungen mit geringer ra¨umlicher Auflo¨sung
(200µm) konnten durch die Pra¨paration der Probe in Form von Schnitten parallel zur
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Oberfla¨che (schichtweise von der Oberfla¨che zum subchondralen Knochen) erhalten
werden.
Die Ergebnisse der Untersuchungen u¨ber die Ca-Verteilung sind vergleichbar mit
denen, die in der Arbeit von Hahn dokumentiert wurden [Hah99]. Im knochenna-
hen Bereich steigt die Ca-Konzentration zum Knochen hin an. Es finden sich auch
Anzeichen erho¨hter Ca-Konzentration in den Bereichen der hypointensen NMR-Zone
(Abb. 1.4). Weiterfu¨hrende Untersuchungen mit fokussierten Ionenstrahlen wurden als
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Abb. 1.4: Vergleich zwischen radia-
ler Calcium-Verteilung und NMR-
Mikroskopie (Femur). Ionenstrahl-
analyse an 200µm dicken Schich-





Knorpel ist ein druckelastisches Bindegewebe. Man unterscheidet Faserknorpel, elasti-
schen und hyalinen1 Knorpel. Gelenkknorpel geho¨rt zum Typ des hyalinen Knorpels.
Er bedeckt die Knochenenden an den Stellen, an denen sie sich in Gelenken beru¨hrend
gegenu¨berstehen (artikulierende Fla¨chen). Daher wird er auch als artikula¨rer Knorpel
bezeichnet.
Aufgrund seiner biomechanischen Eigenschaften ist artikula¨rer Knorpel in der La-
ge, den normalen Belastungen in den Gelenken durch Bewegung, Druck, Stoß und die
damit verbundene Kraftu¨bertragung ohne Scha¨digung zu widerstehen. Diese Eigen-
schaften werden ermo¨glicht durch eine komplexe Architektur der Knorpelmatrix, be-
stehend aus kollagenen Fasern und einer gelartigen, hochmolekularen Grundsubstanz
aus aggregierten Proteoglykanen mit starkem Hydratationsvermo¨gen. Die Fasern bilden
ein kompliziertes Netzwerk in das die Proteoglykane eingebettet sind. Durch die starke
Wasseraufnahme der Proteoglykane wird ein hoher Quelldruck (Turgor) ermo¨glicht,
der dem Knorpel in Verbindung mit den zug- und reißfesten Kollagenfasern seine be-
merkenswerte Elastizita¨t, Ha¨rte und mechanische Stabilita¨t verleiht.
Die Knorpelmatrix wird durch Chondrozyten (Knorpelzellen) synthetisiert. Im ge-
sunden Knorpel werden die Matrixbestandteile sta¨ndig im richtigen Verha¨ltnis auf-
und abgebaut. Dabei geht der Umsatz an Proteoglykanen schneller vonstatten als der
Umsatz des stabileren Kollagens. Dennoch ist Knorpel ein Gewebe mit langsamer Stoff-
wechselta¨tigkeit, ein sogenanntes bradytrophes2 Gewebe. Das liegt an den fehlenden
Versorgungsgefa¨ßen; Knorpel ist avaskula¨r. Die Versorgung mit Na¨hrstoffen und der
Abtransport von Stoffwechselprodukten erfolgt nur u¨ber Diffusion aus der in der Ge-
lenkkapsel befindlichen Synovialflu¨ssigkeit (Gelenkflu¨ssigkeit). Das Belasten und Entla-
sten des Knorpels, a¨hnlich dem Ausdru¨cken und Wa¨ssern eines Schwamms, unterstu¨tzt
die Versorgung des Knorpels durch Flu¨ssigkeitsaustausch mit der Synovialflu¨ssigkeit.
Der Hauptbestandteil im Knorpel ist Wasser. Es macht etwa drei viertel des Feucht-
gewichts aus. Beim Trockengewicht hat Kollagen, vor allem vom Typ II, den gro¨ßten
Anteil, gefolgt von den Proteoglykanen, bei denen das aggregierte Aggrekan am ha¨ufig-
1hyalin [gr.-lat.]: durchscheinend
2bradytroph [gr.-lat.]: langsam erna¨hrend
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sten vorkommt. Die Knorpelzellen spielen fu¨r die Masse nur eine untergeordnete Rolle.
Da sie ebenfalls einen hohen Wassergehalt haben ist ihre Dichte im Trockenzustand bis
auf erho¨hte Massenkonzentrationen in den Zellorganellen sehr gering. Tabelle 2.1 gibt
einen U¨berblick u¨ber die Bestandteile und ihre Anteile im Gelenkknorpel.
Komponente % Feuchtgewicht % Trockengewicht
Hauptbestandteile
Wasser 50− 80 –
Kollagen II 15− 22 40− 70
Proteoglykane 4− 7 15− 40
Zellen – 5
Nebenbestandteile < 5
Kollagen I, V, VI, IX, XI – –
Hyaluronan – –
Verbindungsprotein – –
andere Proteine – –
Tab. 2.1: Die wichtigsten Bestandteile des hyalinen Knorpels und deren ungefa¨hre Massenanteile,
zusammengestellt aus [Gar00, Czu99].
2.1 Funktion und Aufbau des artikula¨ren Knorpels
2.1.1 Biomechanische und physiologische Funktion
Die stoßabsorbierende und elastische Knorpelschicht ermo¨glicht in Verbindung mit der
Synovialflu¨ssigkeit eine reibungsarme Bewegung sowie eine optimale Druckverteilung
innerhalb der Gelenke. Das erlaubt eine Kraftu¨bertragung u¨ber die Gelenke von Kno-
chen zu Knochen ohne Verlust an Beweglichkeit.
Knorpel dient in der Ontogenese auch zum Aufbau von Knochen, zum Beispiel
der Ro¨hrenknochen Femur und Tibia. Bei diesem Prozess, der chondrale Ossifikati-
on genannt wird, degeneriert der diaphysa¨re Knorpel. Die Knorpelzellen werden groß
und blasig, und die extrazellula¨re Matrix verkalkt. Struktur und Anordnung der Zel-
len und der umgebenden Matrix geben wa¨hrend der Kalzifizierung die spa¨tere spon-
gio¨se und trabekula¨re Struktur des Knochens vor. Wa¨hrend knochenabbauende Osteo-
klasten den Knorpel resorbieren, scheiden knochenaufbauende Osteoblasten Knochen-
substanz aus. Dabei wandeln sich anfa¨ngliche Calciumphosphat-Pra¨zipitate spa¨ter zu
Calciumphosphat-Kristallen in Apatitstruktur (hauptsa¨chlich Hydroxylapatit) um. Die
Ossifikation des Knorpels endet im adulten Stadium, wenn nur noch ein schmaler Saum
als Gelenkknorpel an den Knochenenden verbleibt, kann aber auch pathologisch be-
dingt weiter voranschreiten und dadurch die Funktionsweise des Knorpels beeintra¨chti-
gen.
2.1.2 Knorpelzellen
Knorpelzellen sind die matrixproduzierenden Funktionseinheiten des Knorpels. Sie ha-
ben nur einen sehr kleinen Anteil von wenigen Prozent am Gesamtvolumen des Knor-
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pelgewebes. Je nach Struktur der umgebenden Matrix sind sie von kugelfo¨rmiger oder
ellipsoider Gestalt und haben eine Ausdehnung von etwa 10µm bis 20µm (Abb. 2.1).
Knorpelzellen haben keinen direkten Kontakt zum Gefa¨ßsystem. Die Versorgung mit
Na¨hrstoffen und, fu¨r die Produktion der Matrixbestandteile, mit wichtigen Hormonen
und Wachstumsfaktoren erfolgt ausschließlich u¨ber Diffusion und Flu¨ssigkeitsaustausch
beim Be- und Entlasten aus der Synovialflu¨ssigkeit in den Knorpel.
Abb. 2.1:
Transmissionsionenmikroskopische
Aufnahme (340µm × 340µm) von
Knorpelzellen (dunkel) aus dem
tibialen Schweineknorpel.
Die Knorpelzellen befinden sich in einer Knorpelho¨hle (Lakune oder Zellhof). Je
nach Entwicklungsstand der Zellen ko¨nnen sie in einem Zellhof paarweise auftreten
(z.B. in der Proliferationszone) oder zu mehreren vorkommen (z.B. in der hypertrophen
Zone). Lakune und Zellen bilden eine funktionelle Einheit, die als Chondron bezeichnet
wird. Form und Gro¨ße der Chondrone variieren innerhalb der Knorpelschichten. Kleine
Chondrone haben eine Ausdehnung von etwa 10µm−20µm; gro¨ßere Chondrone ko¨nnen
auch 30µm − 40µm Ausdehnung erreichen. Im knochennahen, hypertrophen Bereich
sind die Zellen in den Lakunen oft sa¨ulenfo¨rmig aufeinandergestapelt.
Knorpelzellen werden nach ihrer Stoffwechselaktivita¨t unterschieden. Danach wer-
den stoffwechselaktive Zellen Chondroblasten und Zellen geringer Stoffwechselaktivita¨t
Chondrozyten genannt. Diese Unterscheidung wird in dieser Arbeit nicht vorgenom-
men. Beide Knorpelzellen werden hier als Chondrozyten bezeichnet.
Die stoffwechselaktiven Chondrozyten, die versta¨rkt die Matrixbestandteile Kolla-
gen und Proteoglykan synthetisieren, sind reich an proteinproduzierenden Zellorganel-
len (Mitochondrien, rauhes endoplasmatisches Retikulum, Golgi-Apparat). Eine wich-
tige Untereinheit der Zellen sind die sekretorischen Vesikel (blasenfo¨rmige Hohlra¨ume
in der Zellmembran). Sie sind die Exportbeha¨lter fu¨r die in der Zelle produzierten
Proteine. Durch das Abtrennen von der Zellmembran werden sie zu Matrixvesikeln. In
der hypertrophen Zone werden sowohl in den Mitochondrien als auch in den Matrixve-
sikeln erho¨hte Calciumkonzentrationen beobachtet [Ali77, Bur79, Ian85, Har85].
Das fu¨hrte zu der Annahme, dass Matrixvesikel auch als Initialpunkte fu¨r die Matrix-
kalzifizierung dienen [Hal71, App87].
Chondrozyten sind Zellen mit labiler Differenzierung. Sie ko¨nnen leicht durch a¨ußere
Einflu¨sse, wie entzu¨ndliche Reize oder degenerative Prozesse ein anderes Synthesepro-
fil entwickeln, d.h. andere Matrixproteine synthetisieren und die Fa¨higkeit verlieren,
knorpelspezifische Kollagene (Typ II, IX) zu produzieren [Alb95].
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Abb. 2.2: Aufbau der Kollagenfasern und -fibrillen.
2.1.3 Kollagen
Kollagene sind eine Familie sehr charakteristischer Faserproteine. Sie bilden die Haupt-
proteine der extrazellula¨ren Matrix. Bisher sind etwa 15 Kollagenmoleku¨ltypen be-
kannt, von denen die Typen I, II, III, V, und XI am besten charakterisiert sind. Man
unterscheidet Fibrillen bildende (I, II, III, V, XI), Fibrillen assoziierte (IX, XII) und
Geflecht bildende (IV, VII) Kollagene.
Im Knorpel kommt der Kollagentyp II mit einem Anteil von etwa 90 % am Gesamt-
kollagen am ha¨ufigsten vor. Die Kollagentypen IX und XI sind auch knorpelspezifisch.
Das Kollagen II bildet das Fasernetzwerk des Knorpels. Das Kollagen IX, ein Fibrillen
assoziiertes Kollagen, das sich auf der Oberfla¨che der Kollagen II Fibrillen befindet, bil-
det vermutlich die Verbindung der Kollagen II Fibrillen untereinander und mit anderen
Bestandteilen der extrazellula¨ren Matrix [Hes90, Alb95]. Die Kollagene werden von
den Knorpelzellen sezerniert und im extrazellula¨ren Raum zu Fasern organisiert. Dabei
ergibt sich durch den engen Kontakt mit der Plasmamembran der Zelle ein gegensei-
tiger Einfluss der Zellen und Fibrillen auf die Anordnung und Ausrichtung der Fasern
sowie der Zellen. Das charakteristische Merkmal des Kollagens ist die lange, steife,
dreistra¨ngige Helixstruktur. Drei Kollagen-Polypeptidketten umwinden sich zu einer
seilartigen Superhelix. Die Polypeptidketten, sogenannte α-Ketten bestehen im we-
sentlichen aus Glycin (C2H3NO), Prolin (C6H13N2O2) und Hydroxyprolin (C5H7NO2)
(Abb. 2.2) [Psc96].
2.1.4 Proteoglykane (PG)
Proteoglykane sind Makromoleku¨le mit einem Molekulargewicht von etwa 106 Dalton 3.
Sie bestehen aus Glykosaminoglykan-Ketten, die kovalent an einen Proteinkern gekop-
pelt sind. Glykosaminoglykane (GAG) sind unverzweigte Polysaccharid-Ketten, die aus
sich wiederholenden Disaccharid-Einheiten aufgebaut sind. An den Saccharid-Einheiten
befinden sich Sulfat- (SO−3 ) und Carboxyl- Gruppen (COO
−). Dadurch herrscht dort
3Dalton ist der biochemische Terminus fu¨r atomare Masseneinheit (g/mol).
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eine starke negative Ladungsdichte, die fu¨r das hohe Wasserbindungsvermo¨gen ver-
antwortlich ist. Die Polysaccharid-Ketten sind stark hydrophil und zu unflexibel, um
sich zu kompakten Moleku¨len zusammenzufalten. Sie nehmen eher eine langgestreckte
Form ein.
Ein wichtiger Bestandteil des Knorpels ist das Proteoglykan Aggrekan mit einem
Molekulargewicht von etwa 3× 106 Dalton. An seinen Proteinkern von fast 3000 Ami-
nosa¨uren sind u¨ber 100 Glykosaminoglykan-Ketten gebunden, etwa 100 Chondroitin-
sulfat- (C14H19O14NS) und 30 Keratansulfat-Ketten (C14H22O13NS) [Alb95].
Aggrekane und ein weiteres GAG-Moleku¨l, das Hyaluronan (C14H20O11N), ver-
binden sich in der extrazellula¨ren Matrix des Knorpels zu riesigen Polymerkomple-
xen, zu sogenannten Aggrekan-Aggregaten. U¨ber Verbindungsproteine heften sich die
Aggrekan-Moleku¨le an das Hyaluronanmoleku¨l an und bilden eine flaschenbu¨rstena¨hn-
liche Struktur, die einige Mikrometer lang und einige hundert Nanometer breit sein
kann. Dieser strukturelle Aufbau beansprucht ein viel gro¨ßeres Volumen, als zum Bei-
spiel die Moleku¨lanordnung der Kollagenfasern. Außerdem verbinden sich die Glyko-
saminoglykane und Proteoglykane nicht nur untereinander, sondern auch mit anderen








Abb. 2.3: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Aggrekan-Aggregates (Ausschnitt, etwa
200 nm× 100 nm).
2.1.5 Zonale Einteilung im Knorpel
Gelenkknorpel hat eine Dicke von wenigen Millimetern (im Kniegelenk des Schweins
etwa ein bis zwei Millimeter). Er la¨sst sich von der artikulierenden Fla¨che zum subchon-
dralen Knochen hin nach strukturellen Eigenschaften und nach dem Entwicklungsstand
der Knorpelzellen in verschieden Zonen einteilen: Oberfla¨chen- oder Tangentialfaser-
schicht (Zone I), Proliferations- oder Vermehrungszone (Zone II und III), hypertrophe
Zone (Zone IV) und Verkalkungszone (Zone V), (Abb. 2.4).
Zone I: Tangentialfaserschicht Die Tangentialfaserschicht bildet die oberste Schicht
des Knorpels. Sie wird in zwei Subzonen unterteilt, in eine Zellschicht mit ab-
geflachten, parallel zur Oberfla¨che ausgerichteten Knorpelzellen und eine Faser-
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Abb. 2.4: Lichtmikroskopische Aufnahme (1 mm×1 mm) des tibialen Schweineknorpels im Querschnitt
(links) und schematische Darstellung der Zellverteilung in den Knorpelzonen (rechts). Der dunkel dar-
gestellte Kalkknorpel (Knochenseite) befindet sich am unteren Bildrand; am oberen Bildrand befindet
sich die artikulierende Fla¨che.
schicht, die lamina splendens4, ein tangential (parallel zu Oberfla¨che) ausgerichte-
tes, dichtes Netzwerk aus Kollagen (Typ II und IX), bedeckt mit einem Belag aus
granula¨ren Mikrostrukturen. Sie bildet die sehr glatte artikulierende Fla¨che. Die
Tangentialfaserschicht bildet eine du¨nne (∼ 10µm) Barriere zur Synovialflu¨ssig-
keit. Sie steht im direkten mechanischen Kontakt zum gegenu¨berliegenden Knor-
pel und zur Synovialflu¨ssigkeit. Die Na¨hrstoffe, regulatorische Substanzen und
Stoffwechselprodukte werden u¨ber die Tangentialfaserschicht zwischen Knorpel
und Synovialflu¨ssigkeit ausgetauscht.
Zone II: U¨bergangszone Die U¨bergangszone ist gekennzeichnet durch eine arka-
denfo¨rmige Anordnung der kollagenen Fasern im U¨bergang von radia¨r (senkrecht
zur Oberfla¨che) oder isotrop ausgerichteten Fasern zur tangentialen Ausrichtung
in der Tangentialfaserschicht. Die Zellen haben ein runde bis ovale Form.
Zone III: Proliferationszone In der Proliferationszone gibt es eine radiale Vorzugs-
richtung der kollagenen Fasern; sie wird dann als Radia¨rzone bezeichnet. Die
Zellen sind oval geformt. Sie treten meistens gepaart auf und richten sich entlang
der radialen Vorzugsrichtung aus. Gru¨nder und Mitarbeiter konnten im femo-
ralen Gelenkknorpel des Schweins neben radialen auch tangential ausgerichtete
Strukturen nachweisen [Gru¨00].
Zone IV: hypertrophe Zone Die hypertrophe Zone ist gekennzeichnet durch eine
versta¨rkte Produktion von Proteoglykanen durch die Knorpelzellen. Das fu¨hrt zu
einem Anstieg der Konzentration an Proteoglykanen in dieser Zone gegenu¨ber der
Proliferationszone (Zone II und III). Des weiteren zeichnet sie sich durch einen
hohen Anteil an alkalischer Phosphatase aus, die in einem alkalischen Milieu ihre
physiologische Wirksamkeit fu¨r die Kalzifizierung der Matrix am besten entfaltet.
Die hypertrophe Zone la¨sst sich noch aufteilen in obere (IVa) und untere (IVb)
hypertrophe Zone. Wa¨hrend die obere Zone noch nicht kalzifiziert ist, beginnt
4splendens [lat.]: gla¨nzend
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in der unteren hypertrophen Zone die Kalzifizierung der Knorpelmatrix. In der
hypertrophen Zone nimmt der Anteil an Typ II Kollagen in der extrazellula¨ren
Matrix ab. Die Fibrillen denaturieren indem sich ihre α-Ketten-Tripelhelix auf-
windet [Ali92]. Die Chondrozyten in der hypertrophen Zone sezernieren das
nicht fibrillenbildende Kollagen vom Typ X, dem eine Rolle bei der beginnenden
Kalzifizierung zugesprochen wird [Kir94b].
Mikroskopisch fa¨llt die Anordnung der Zellen auf. Oft stapeln sich meist mehrere
Zellen innerhalb der Chondrone in Richtung des Kalkknorpels (Zone V) sa¨ulenar-
tig u¨bereinander, wie es auch in den STIM-Aufnahmen sichtbar wird (Abb. 2.5).
Abb. 2.5: Transmissionsionenmikroskopische Aufnahme (85µm×42µm) von sa¨ulenfo¨rmig aufgetu¨rm-
ten Knorpelzellen aus der tibialen hypertrophen Zone.
Tidemark Die Grenze zwischen hypertropher Zone und Kalkknorpel wird als Tide-
mark bezeichnet. Sie stellt eine Diffusionsbarriere zwischen der unverkalkten und
der verkalkten Knorpelmatrix dar.
Zone V: Kalkknorpel Im Kalkknorpel ist die extrazellula¨re Knorpelmatrix durch
das Einlagern von Calciumphosphaten kalzifiziert. Sie kommen in Form von Hy-
droxylapatit sowie dessen pra¨zipitativen Vorstufen vor. Die kollagenen Fasern







Im Zuge der Hochschulerneuerung in den neuen Bundesla¨ndern wurde an der Uni-
versita¨t Leipzig ein neues Ionenstrahllabor mit Hochenergie-Ionen-Nanosonde geplant,
das den im
”
Bunker“ befindlichen, seit 1963 in Betrieb stehenden van-de-Graaff-
Generator Mitte der neunziger Jahre ablo¨sen sollte. Entsprechend den Erfahrungen
in nationalen und internationalen Mikrosondenlabors, wurde das Laboratorium nach
dem neuesten Wissensstand speziell fu¨r die Hochenergie-Ionen-Nanosonde konzipiert,
gebaut und ausgestattet.
Die von der Fachwelt anfa¨nglich skeptisch aufgenommene Bezeichnung
”
Nanosonde“
anstelle der gebra¨uchlichen Bezeichnung
”
Mikrosonde“ zeigt den Weg, auf dem sich die
Weiterentwicklung der Mikrosonden befindet [But97]. Die an der Universita¨t Leipzig
installierte Nanosonde, aufgebaut aus einem Ionenbeschleuniger, Strahlfu¨hrungssystem
und Fokussiereinrichtung, bekam den Namen
”
Lipsion“, eine Wortscho¨pfung aus dem
alten, vom Lindenbaum1 abgeleiteten, latinisierten Namen der Stadt Leipzig: Lipsia
und der Sonde, dem Ion. Als graphischer Hinweis steht daher auch die Lindenblu¨te im
Labor-Logo (Abb. 3.1).
Abb. 3.1: Logo des Ionenstrahl-
labors.
Sowohl der Ionenbeschleuniger SingletronTM (High Voltage Engineering Europa
B.V., Amersfoort) als auch die Fokussiereinrichtung (Micro Analytical Research Centre,
Melbourne) stehen auf speziellen Fundamenten, die mechanisch entkoppelt vom umge-
benden Erdreich einige Meter tief auf einem Sandflo¨z ruhen. Durch diesen Spezialbau
1Lipa [slaw.]: Linde
31
32 3 Experimentelle Technik der Ionenstrahlanalyse
konnten sto¨rende Vibrationen der gesamten Anlage, hervorgerufen durch mechanische
Erschu¨tterungen (Straßenverkehr, im Haus befindliche Werkstatt) auf unter 500 nm
reduziert werden. Eine weitere Reduktion der mechanischen Schwingungen wichtiger
Komponenten relativ zueinander bis unter die Auflo¨sungsgrenze wird durch den kon-
struktiven Aufbau der Sonde an einem langen Tra¨gerelement aus Stahl (a¨hnlich einer
optischen Bank) erreicht (Abb. 3.2).
Das Laboratorium ist mit einer Klimaanlage ausgestattet. Die Temperatur wird bei
(23 ± 0,5)◦C konstant gehalten. Schon eine Temperatura¨nderung von 2 K verschlech-
tert den Fokus des Ionenstrahls. Die Luftfeuchtigkeit wird bei 45 % relativer Luftfeuchte
gehalten, um Kondensatbildung an wassergeku¨hlten Teilen (z.B. Magnetstromversor-
gung) zu verhindern.
Abb. 3.2: Konstruktive Anordnung der Komponenten der Nanosonde Lipsion.
3.2 Der Ionenbeschleuniger SingletronTM
An der Universita¨t Leipzig steht seit 1998 ein speziell fu¨r das Lipsion-Labor entwickel-
tes 3,5 MV SingletronTM der holla¨ndischen Firma High Voltage Engineering Europa
B.V. (HVEE). Dieser Typ ist speziell fu¨r Ionen-Mikrosonden konzipiert und zeichnet
sich durch eine extrem hohe Energiestabilita¨t von ± 50 eV (Messung u¨ber fu¨nf Stun-
den), bei normalen Laborbedingungen sogar ± 20 eV aus. Das entspricht einer relativen
Energiestabilita¨t von ∼ 10−5 [Mou97]. Eine weitere Besonderheit ist die hohe Hellig-
keit der Ionenquelle von bis zu 30 pA
mrad2µm2MeV
.
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3.2.1 Das Grundprinzip des Ionenbeschleunigers
Das SingletronTM geho¨rt nach seinem Prinzip zu den elektrostatischen Linearbeschleu-
nigern [Hin97]. In ihm erfahren Ionen der Ladung q in einem elektrostatischen Feld,
das durch eine Spannung U u¨ber einen Weg s aufgebaut wird, eine elektrostatische
Kraft. Durch diese Kraft werden die Ionen beschleunigt und erhalten eine kinetische
Energie E die proportional zur Ladung und zur Spannung ist:
E = q · U (3.1)
So erha¨lt zum Beispiel ein einfach geladenes Wasserstoff-Ion H+ mit der Ladung q = 1 e
durch die Beschleunigungsspannung U = 1 MV eine Energie E = 1 MeV.
3.2.2 Die Spannungserzeugung im Beschleuniger
Ein weit verbreiteter Beschleunigertyp ist der van-de-Graaff-Generator, wie er auch
von 1963 bis 1999 an der Universita¨t Leipzig genutzt wurde. Bei diesem Typ wird die
Spannung im Terminal durch Ladungsu¨bertragung mit Hilfe eines rotierenden Bandes
erzeugt. Allerdings erzeugen rotierende Teile mechanische Schwingungen die schwer zu
da¨mpfen sind und daher die Spannungsstabilita¨t einschra¨nken.
Das SingletronTM benutzt ein anderes Prinzip: eine Dioden-Kaskade nach Cock-
croft und Walton. Dabei wird die Spannung ohne rotierende Teile erzeugt. Ein
Generator (ν = 36 kHz) u¨bertra¨gt Energie in einen Schwingkreis, der aus einer Emp-
fangsspule und aus einem Paar halbzylinderfo¨rmiger Dynoden besteht. Die induzierte
Hochfrequenzspannung auf dem Dynodenpaar ist kapazitiv u¨ber Koronaringe an eine
Diodenreihe gekoppelt. Die Dioden befinden sich zwischen gegenu¨berliegenden Koro-
naringen und dienen als Gleichrichter fu¨r die Wechselspannung. Am Ende der Dioden-
Kaskade reduziert eine Filtereinheit noch einmal die Welligkeit und liefert die Spannung
an das Terminal, in dem sich die Ionenquelle befindet.
Die Stabilita¨t der Terminalspannung wird durch einen Regelkreis verbessert. Der
Regelkreis arbeitet mit einem Voltmeter, das die Spannung am Terminal u¨ber die elek-
trische Feldsta¨rke zwischen Terminal und Außenwand des Beschleunigers misst (Gene-
rating Voltmeter: GVM). Jedoch ergibt sich ein Nachteil des GVM aus der Abha¨ngig-
keit des Messwertes vom Abstand Terminal–Beschleunigerwand. Das fu¨hrt zur Emp-
findlichkeit gegenu¨ber Abstandsa¨nderungen durch Erwa¨rmung nach dem Einschalten
des Beschleunigers und durch mechanische Vibrationen vom im Terminal befindlichen
Generator zur Spannungsversorgung der elektrischen Gera¨te im Terminal (Steuer- und
Regeleinheiten). Eine weitere Spannungsstabilisierung wird durch eine vertikale Schlitz-
blende nach dem 90◦-Magneten erreicht (Abschnitt 3.2.4). Dabei dient die Differenz des
Stromes vom linken und rechten Teil der Blende als Ru¨ckkoppelsignal zur Stabilisierung
der Terminalspannung.
3.2.3 Die Ionenquelle
Das SingletronTM ist mit einer Hochfrequenz-Ionenquelle ausgestattet. Ein Sender um-
schließt das aus einem Glaskolben bestehende Entladegefa¨ß. In dieses Gefa¨ß wird das
Gas (Lipsion: Wasserstoff oder Helium) geleitet und durch die Hochfrequenz ionisiert.
34 3 Experimentelle Technik der Ionenstrahlanalyse
Mit Hilfe einer Extraktions- und einer Fokussierspannung werden die Ionen durch einen
speziellen Kanal in das Beschleunigungsrohr extrahiert und zu einem Strahl geformt.
Dabei wird eine mo¨glichst hohe Helligkeit der Quelle angestrebt.
Die Helligkeit ist ein Maß fu¨r die Ausrichtung und Stromsta¨rke des Ionenstrahls
den die Quelle liefert, d.h. fu¨r den Quotienten aus Stromsta¨rke I und Divergenz des Io-
nenstrahls. Eine hohe Helligkeit ermo¨glicht (bei der Strahlfokussierung, Abschnitt 3.3)
einen hohen Ionenstrom durch zwei im Abstand l voneinander entfernte Blendeno¨ff-
nungen (Objektblendeno¨ffnung AOb und Aperturblendeno¨ffnung AAp). Normiert man





Setzt man die Stromsta¨rke I in pA, die Fla¨chen der Blendeno¨ffnungen AOb und AAp
in µm2, den Blendenabstand l in mm und die Ionenenergie E in MeV ein, so erha¨lt




Die Helligkeit ist im Ionenstrahl nicht homogen. Die Tabelle 3.1 zeigt an Lipsion
gemessene Helligkeiten bei unterschiedlichen Blendeno¨ffnungen. Mit Werten von u¨ber
20 pA
mrad2µm2MeV
(u¨blich sind Werte kleiner 10 pA
mrad2µm2MeV
) geho¨rt Lipsion damit weltweit
zu den leistungsfa¨higsten Systemen.
Blendendurchmesser Ionenstrom reduzierte
Objekt Apertur (Protonen) Helligkeit
in µm in µm in pA in pA
mrad2µm2MeV
100 300 1040 20,2
100 200 500 11,9∗
100 100 116 20,3
100 50 33,5 23,5
50 300 280 21,8
50 200 132 23,1
50 100 31 21,7
50 50 9,7 27,2
20 200 23 25,2
20 100 4,8 21,0
20 50 1,4 24,5
Tab. 3.1: Ionenstrom (Protonen) bei verschieden großen kreisfo¨rmigen Blenden im Abstand l = 4,90 m
und nach Gleichung (3.2) abgeleitete reduzierte Helligkeit. *Hier wurde wahrscheinlich die optimale
Beschleunigereinstellung verfehlt.
3.2.4 Strahlfu¨hrungssystem und 90◦-Magnet
Der Ionenstrahl muss, nachdem er den Beschleuniger verlassen hat, durch das Strahl-
fu¨hrungssystem mit mo¨glichst wenig Verlust an Helligkeit und hoher Energiescha¨rfe
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der Fokussiereinrichtung zugefu¨hrt werden. Die optimale Strahllage wird mit elektro-
statischen Ablenkplatten (engl.: Steerer) eingestellt, so dass der doppelfokussierende
90◦-Magnet den Ionenstrahl auf die Objektblende der Sonde projiziert.
Der 90◦-Magnet wird auch als Analysiermagnet bezeichnet, da er die Aufgabe hat,
neben der Ionenart (z.B. H+ oder H+2 ) nochmals eine Energieselektion der Ionen durch-
zufu¨hren. Sein Magnetfeld steht senkrecht zur Bewegungsrichtung der Ionen. Die Ionen
(Ladung q, Geschwindigkeit v) erfahren durch das Magnetfeld der magnetischen Induk-
tion B eine Kraft vom Betrag F (Gl. 3.3), die sogenannte Lorentzkraft.
F = q · v ·B (3.3)
Die Lorentzkraft zwingt die Ionen auf eine Kreisbahn, das heißt, sie ist gleich der
Zentripetalkraft. Daraus la¨sst sich der Radius R bestimmen. Er ha¨ngt bei konstantem
Magnetfeld nur von der Energie E = m
2






Der Magnet ist in seinen Abmessungen so gestaltet, dass nur Ionen auf einer Kreisbahn
des Radius’ R = 1,5 m, also mit einer bestimmten Energie durch die Regelblende in
die Nanosonde gelangen ko¨nnen. Ionen geringerer Energie treffen rechts, die ho¨herer
Energie links auf die Blende. Der links und rechts an der Blende entstehende Strom
dient dem Ru¨ckkoppelmechanismus zur Regelung der Terminalspannung, so dass eine
symmetrische Stromverteilung an der Regelblende entsteht, mit einem Maximum an
Transmission energieselektierter Ionen.
Die wassergeku¨hlte Stromversorgung des 90◦-Magneten erreicht eine Stromstabilita¨t
u¨ber acht Stunden von ∆I
I
= 5 · 10−6 [Dan]. Der Fehlerbeitrag des Magnetfeldes fu¨r
eine Energieunscha¨rfe ∆E liegt damit im Bereich des Fehlerbeitrags ∆R
R
= 2 · 10−5
der durch die Akzeptanz der Objektblende bestimmt ist (100µm Objektblende in 3 m
Abstand).
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Die Verwendung von hochenergetischen 2 Ionen zur Element- und Strukturanalyse be-
gann in den sechziger Jahren und ist durch sta¨ndige Weiterentwicklung heute weit ver-
breitet. Die zahlreichen Ionen–Festko¨rper Wechselwirkungen (Streuung und Bremsung
der Ionen, Ro¨ntgen- und γ-Emission, Sekunda¨relektronenemission) bilden die Grundla-
ge fu¨r viele Standardtechniken zur Festko¨rperuntersuchung [Tes95, Joh95]. Die Not-
wendigkeit, ra¨umlich hochaufgelo¨ste Messungen mit Hilfe fokussierter Ionenstrahlen
durchzufu¨hren, fu¨hrte zur Entwicklung der Ionen-Mikrosonden.
3.3.1 Das Grundprinzip der Mikrosonde
Das Grundprinzip einer Mikrosonde ist dem eines einfachen Mikroskops in seinem
Strahlengang a¨hnlich: Ein Objekt wird durch ein Linsensystem abgebildet. Jedoch be-
steht ein entscheidender Unterschied in der Richtung der Abbildung. Im Gegensatz
2MeV-Bereich, in Abgrenzung zu den Niederenergie-Ionensonden, die im keV-Bereich arbeiten
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zum Mikroskop, bei dem durch von der Probe, dem Objekt, kommendes Licht ein ver-
gro¨ßertes Abbild erzeugt wird, wird der kollimierte Ionenstrahl als Objekt verstanden
und ionenoptisch verkleinert auf die Probe abgebildet. Der so fokussierte Ionenstrahl
fungiert auf (und in) der Probe als Sonde. Durch Rastern des Ionenstrahls u¨ber die
Probe la¨sst sie sich punktweise abtasten und mit Kenntnis der Position des Strahls ein
Bild des abgetasteten Bereichs der Probe zusammensetzen.
3.3.2 Das Linsensystem
Die Fokussierung des Ionenstrahls erfolgt am Lipsion durch ein magnetisches Linsensys-
tem, bestehend aus vier Quadrupolen. Sie sind zu je zwei Paaren (Quadrupol-Duplett)
im Abstand von 2,5 m separiert angeordnet. Diese Anordnung nennt man separiertes
Russisches Quadruplett. Die Vorteile dieser Anordnung sind eine symmetrische Verklei-
nerung in beiden Fokussierebenen und ein großer Arbeitsabstand, das heißt verfu¨gba-
rer Raum zwischen letztem Quadrupol und der Probe. Das ermo¨glicht die Positio-
nierung der Ablenkeinheit nach der Ionenoptik. Der Ionenstrahl verbleibt achsennah
im Linsensystem (geringer Einfluss intrinsischer Linsenfehler) und wird erst nach dem
letzten Quadrupol zum Abtasten der Probe ausgelenkt. Die hochexakte Fertigung der
Linsen, vor allem der Polschuhe, reduziert die ionenoptischen Abbildungsfehler, so dass
eine rechnerische Verkleinerung in beiden Richtungen von D = 82 bei einem Arbeitsab-
stand von 33 cm erreicht wird. Die reale Verkleinerung, der Quotient aus Objektgro¨ße
und Strahlgro¨ße, wurde an Lipsion sogar mit Dgem = 120 gemessen. Weitere Parameter
des Linsensystems sind in [But00] angegeben.
3.3.3 Das Rastersystem
Das Rastern des Ionenstrahls u¨ber die Probe erfolgt mittels elektromagnetischer Ablen-
kung. Nach dem Linsensystem befindet sich die Ablenkeinheit. Sie erzeugt die magne-
tischen Ablenkfelder durch zwei senkrecht zueinander und senkrecht zum Ionenstrahl
angeordnete Spulenpaare. Durch die Magnetfelder erfahren die Ionen entsprechend Gl.
3.3 eine Kraft, die sie auf eine kreisfo¨rmig gekru¨mmte Bahn zwingt.
Die geometrischen Abmessungen der Ablenkspulen und die erzeugten Magnetfelder
(B ∼ 1 mT) ergeben einen Kru¨mmungsradius der Ionenbahn (R ∼ 10 m), der groß ge-
genu¨ber dem Weg durch das Ablenkfeld (lmag = 150 mm) ist. Daraus ergibt sich fu¨r die
Auslenkung s des Ionenstrahls eine Abha¨ngigkeit vom Weg dSP zwischen Ablenkspu-
len und der Probe, vom Weg lmag im Magnetfeld (La¨nge der Ablenkeinheit), von der
Ladung q und der Energie E der Ionen sowie von der dem Magnetfeld proportionalen
magnetischen Induktion B.
s =
dSP · lmag · q√
2mE
·B (3.5)
Die Auslenkung s ist proportional der magnetischen Induktion B und damit pro-
portional dem Strom I durch die Ablenkspulen und der Windungszahl N der Spulen.
s ∼ I ·N (3.6)
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Eine definierte Auslenkung des Ionenstrahls wird bei voreingestellter Windungszahl
u¨ber die Steuerung des Spulenstroms mit Hilfe eines Stromversta¨rkers erreicht. Dafu¨r
werden hohe Anforderungen an den Stromversta¨rker gestellt.
Lipsion ist mit einem Murray-Transkonduktanzversta¨rker ausgestattet, der u¨ber
einen Rastergenerator von einem unter dem Betriebssystem LINUX laufenden Steuer-
programm (mpscan) betrieben wird. Das Programm erlaubt ein Raster von maximal







Abb. 3.3: Links: Digitale Umsetzung des Punktrasters zur Strahlablenkung. Das Quadrat in der Mitte
ergibt ein zentrisches 1024 × 1024-Pixel-Bild. Rechts: Varianten der Strahlfu¨hrung u¨ber den Abtast-
bereich.
Die Gro¨ße des rechteckigen Rasterbereichs kann, getrennt in X- und Y-Richtung, im
Steuerprogramm durch Vorgabe der Schrittanzahl A (Amplitude) und der Schrittweite
(abha¨ngig von der Versta¨rkung G (Gain) und der Windungszahl N der Ablenkspulen)
dem zu untersuchenden Bereich angepasst werden (Gl. 3.7).
d = c · A ·G ·N (3.7)
Der Faktor c ist der Konversionsfaktor, der neben Masse und Energie der Ionen, der
geometrischen Anordnung der Ablenkspulen auch von den elektronischen Eigenschaften
des Stromversta¨rkers abha¨ngt. Bei den Ablenkspulen stehen Windungszahlen von 1, 2,
4, 8, 16, 32, 64, 128 und 256 zur Verfu¨gung. Damit ko¨nnen Rasterbereiche von kleiner
einem Mikrometer bis zu einigen Millimetern realisiert werden.
Das Steuerprogramm ermo¨glicht zwei unterschiedliche Rasterverfahren:
Diagonalraster: Die X- und die Y-Ablenkungen werden unabha¨ngig voneinander vor-
genommen. Dabei ergibt sich ein schra¨ges Wedeln des Ionenstrahls u¨ber den
38 3 Experimentelle Technik der Ionenstrahlanalyse
gesamten Bereich (Abb. 3.3). Dieses Verfahren ist von Vorteil, wenn Scha¨digun-
gen der Probe durch den Ionenstrahl zu befu¨rchten sind, da die Messpunkte im
Vergleich zum Zeilenraster diagonal, das heißt u¨ber eine gro¨ßere Entfernung an-
gesteuert werden und so die thermische Belastung der Probe verringert wird.
Nachteilig kann sich ein eventuell entstehendes diagonales Streifenmuster aus-
wirken, da beim Diagonalraster nicht jeder Messpunkt gleich ha¨ufig angesteuert
wird. Diese Musterbildung wird beim Zeilenraster verhindert.
Zeilenraster: A¨hnlich dem Abtastsystem in Monitoren wird eine Richtung (Zeile oder
Spalte) erst dann um einen Schritt weiter geschaltet, wenn die andere Richtung
(Spalte oder Zeile) vollsta¨ndig abgetastet wurde (Abb. 3.3). Dadurch ergibt sich
ein horizontales bzw. vertikales Abtasten des gesamten Bereichs innerhalb eines
vollen Durchlaufs, wobei jeder Messpunkt gleich ha¨ufig angesteuert wird.
Bei beiden Verfahren ko¨nnen die einzelnen Schritte entweder mit vorgegebener Fre-
quenz erfolgen oder durch ein externes Triggersignal geschaltet werden. Das ermo¨glicht
zum Beispiel das Weiterschalten des Ionenstrahls nach einer gewu¨nschten Anzahl ei-
nes bestimmten Detektionsereignisses (z.B. transmittierte Protonen), so dass in jedem
Messpunkt genau die vorgegebe Anzahl dieser Ereignisse aufgenommen wird.
Die Gesamtheit aller Messpunkte (Pixel) wird Bild3 oder englisch: Map genannt. In
Maps werden die ra¨umlich aufgelo¨sten Eigenschaften (Elementgehalte, Massenvertei-
lung) der Probe visualisiert. Dabei stellt ein Pixel mittels Falschfarben die Ha¨ufigkeit ei-
nes bestimmten Ereignisses dar (z.B. Emission der charakteristischen Ro¨ntgenstrahlung
des Calciums: Ca-Bild) oder bei Transmissionsmessungen den Medianwert der Energie
aller am entsprechenden Messpunkt der Probe transmittierten Ionen (STIM: Energie-
Bild). Aus den Maps ko¨nnen durch kalibrierte Umrechnungsfaktoren Konzentrations-
bzw. Dichtebilder der Probe errechnet werden.
3.3.4 Die Probenkammer
Die zu untersuchende Probe muss in eine Vakuumkammer eingebaut werden, um
sie dem fokussierten Ionenstrahl zuga¨nglich zu machen und die fu¨r die Analyse not-
wendigen Sekunda¨rteilchen detektieren zu ko¨nnen. Der Ro¨ntgendetektor IGLET-X
(EG&G Ortec) ist unter einem Winkel von 135◦ zur Strahlachse angebracht. Ein Ring-
Teilchendetektor mit einem Loch von 4 mm befindet sich unter 180◦ (Abb. 3.4).
Nach dem Montieren des Probenhalters in der Kammer wird mit Hilfe einer Turbo-
molekularpumpe die Kammer evakuiert. Innerhalb etwa einer Stunde wird ein Vakuum
von etwa 10−5 Pa (∼ 10−7 Torr) erreicht. Zur Vermeidung von Vibrationen u¨bernimmt
dann eine vibrationslose Ionengetterpumpe die Aufrechterhaltung des Vakuums; die
Turbopumpe wird abgeschaltet.
Die Probenkammer ist mit einer computergesteuerten X-Y-Verschiebung ausgeru¨s-
tet, die die Positionierung der Probe in der Ebene senkrecht zum Ionenstrahl u¨ber-
nimmt. Die Verstellmotoren und -mechanik (PI–Physik Instrumente) erlaubt eine Ver-
schiebung mit einer Genauigkeit von etwa 100 nm. Die Reproduzierbarkeit der An-
steuerung einer Position liegt bei besser als 5µm. Die Positionierung der Probe in die
3genauer: Rasterbild
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Fokusebene (Z-Verstellung) bedarf nicht einer so hohen Genauigkeit, da die Konvergenz
des Strahls zur Fokusebene sehr klein ist. Die Z-Verstellung wird u¨ber eine manuell ge-
steuerte, motorgetriebene Vorrichtung mit einer Genauigkeit von etwa 10µm realisiert.
Abb. 3.4: Schematischer Aufbau der
Messkammer am Lipsion; blau: Pro-
benhalterung, gru¨n: Detektoren (RBS:
rechts, SE: rechts-oben, PIXE: hinten,
ERDA: links-oben/unten), rot: Ionen-
strahl von rechts kommend endet im
Faraday-Becher (links).
3.3.5 Strom- und Ladungsmessung
Innerhalb der Messkammer wird der Strom, der auf die Probe trifft, u¨ber eine Klammer-
verbindung vom Targettra¨ger abgenommen und, wenn die Probe fu¨r den Ionenstrahl
transparent ist, in einem hinter der Probe befindlichen Faraday-Becher aufgefangen.
Beide Teilstro¨me werden zusammengeschaltet und zur Anzeige und Ladungsmessung
in ein Picoamperemeter (Keithley, Modell 6514) gefu¨hrt. Es erlaubt die Messung und
Integration von Stro¨men im Picoamperebereich.
Um Messfehler durch Sekunda¨relektronenemission zu verhindern, befindet sich et-
wa 40 mm vor dem Targethalter eine Leiterschleife (Durchmesser 40 mm) an die zur
Unterdru¨ckung der Emission ein Potential von −225 V mit Hilfe von 25 9 V-Batterien
angelegt ist. Wie Untersuchungen zeigten, reicht dieses Potential aus, um den Einfluss
der Sekunda¨relektronenemission auf einen nicht mehr messbaren Wert zu reduzieren
[Spe].
Der Faraday-Becher ist im Abstand von 23 mm in der Strahlachse hinter dem Pro-
bentra¨ger angebracht. Er besteht aus einem Graphit-Hohlzylinder (La¨nge 35 mm, In-
nendurchmesser 9 mm) dem ein elektrisch entkoppelter Deckel mit einer Strahlein-
trittso¨ffnung von 5 mm Durchmesser aufgesetzt ist, um im Becher erzeugte Sekunda¨r-
elektronen zuru¨ckzuhalten. Der gesamte Becher befindet sich in einer Teflonhu¨lse, um
ihn von der Umgebung elektrisch zu isolieren.
3.3.6 Detektoren
Fu¨r die energiedispersive Analyse von Photonen (Ro¨ntgen- oder Gammastrahlung)
und von geladenen Teilchen kommen Halbleiterdetektoren in der Messkammer zum
Einsatz. Als Material fu¨r diese Detektoren dienen Halbleiter-Einkristalle aus Silizium
beziehungsweise Germanium. Sie werden als Dioden in Sperrrichtung betrieben und
arbeiten wie Festko¨rperionisationskammern [Kle92].
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Ein geladenes Teilchen (Photoelektron beim Photonennachweis) ionisiert entlang
seines Weges durch den Detektorkristall Atome, wodurch Elektronen-Loch-Paare ent-
stehen. Die Anzahl der erzeugten Paare ist ein Maß fu¨r die Energie des detektierten
Teilchens. Die u¨ber zwei Elektroden am Detektorkristall in Sperrrichtung angelegte
Spannung sammelt die entstandenen Elektron-Loch-Paare. Die Ladungsmenge der an
der Anode gesammelten Elektronen dient zur Umsetzung der im Detektor deponierten
Energie des Teilchens in einen elektrischen Impuls, der in der Messelektronik weiter-
verarbeitet wird.
Die Detektion von Sekunda¨relektronen erfolgt mit einem Channeltron4, in dem
beim Eintreffen eines Elektrons in einem keramischen Kanal eine Elektronenlawine
erzeugt, die in einem ladungsempfindlichen Versta¨rker registriert wird. Bisher wird
an Lipsion keine Spektroskopie der Sekunda¨relektronen durchgefu¨hrt. Daher werden
die Elektronen nur geza¨hlt, also nach ihrer Intensita¨t und nicht nach ihrer Energie
ausgewertet.
Der PIXE-Detektor
Fu¨r die Detektion der teilcheninduzierten Ro¨ntgenstrahlung ist an der Messkammer ein






Position zum Strahl (horizontal) 135◦
min. Abstand zur Probe 42 mm
max. Raumwinkel 116 msr
aktive Fla¨che 95 mm2
aktive Dicke 10 mm
Auflo¨sung (Mn-Kα 5,9 keV) 149 eV
Auflo¨sung (K-Kα 3,3 keV) 100 eV
Dicke Be-Fenster 25,4µm
Tab. 3.2: Parameter des an Lip-
sion fu¨r PIXE verwendeten Pho-
tonendetektors.
Germanium-Detektoren haben gegenu¨ber Si(Li)-Detektoren (Lithium gedriftetes Si-
lizium) den Vorteil, dass sie bei gleicher Energieauflo¨sung (< 150 eV) einen gro¨ßeren
Raumwinkel erreichen. Das ist gerade fu¨r Anwendungen mit fokussierten Ionenstrahlen
von Bedeutung, da die Detektionseffizienz durch einen gro¨ßeren Raumwinkel erho¨ht
wird. Die ho¨here Effizienz ermo¨glicht eine ku¨rzere Messzeit bei der Aufnahme von
PIXE-Bildern. Damit verringert sich die Strahlenbelastung der Probe (siehe Kap. 7).
Ein weiterer Vorteil gegenu¨ber einem Si(Li)-Detektor ist die Verschiebung des Auf-
tretens eines Escape-Peaks zu ho¨heren Photonenenergien. Ein solcher Peak entsteht
4AMPTEKTRONr MD502 CEM - Ceramic Channel Electron Multiplier
5HPGe: High Purity (hochreines) Germanium
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wenn die von der Probe emittierte Ro¨ntgenstrahlung den Detektorkristall zur Ro¨nt-
genfluoreszenz anregt und die Fluoreszenzstrahlung nicht wieder im Kristall absorbiert
wird, sondern nach außen abgestrahlt wird. Dabei reduziert sich die vom Detektor re-
gistrierte Energie um den Betrag der Fluoreszenzstrahlung, bei Si(Li)-Detektoren um
die Si-Kα-Linie mit EX(Si) = 1,74 keV und bei Ge-Detektoren um die Ge-Kα-Linie mit
EX(Ge) = 9,89 keV. Daraus wird ersichtlich, dass beim Ge-Detektor der Escape-Peak
erst bei Ro¨ntgenstrahlung gro¨ßer als 9,89 keV auftritt. Bei biologischen Proben ist das
selten der Fall. Dort treten ha¨ufig die Elemente Phosphor und Calcium zusammen auf.
Bei Si(Li)-Detektoren kommt es hier zur U¨berlagerung des durch Calcium (EX(Ca) =
3,69 keV) erzeugten Escape-Peaks EX(Esc) = 3,69 keV−1,74 keV = 1,95 keV) mit dem
Phosphor-Peak (EX(P) = 2,01 keV).
Teilchenfilter fu¨r den PIXE-Detektor Bei der Benutzung von Halbleiterdetek-
toren muss darauf geachtet werden, dass in die Richtung des Detektors gestreute Teil-
chen nicht die Messsignale des Detektors sto¨ren oder dass die Detektionseigenschaften
sich durch Scha¨digung des Detektors verschlechtern. Durch teilcheninduzierte Strah-
lenscha¨den in Halbleiterdetektoren vera¨ndern sich die Eigenschaften des Halbleiters.
Das fu¨hrt zur Verminderung der Effizienz der Ladungstra¨gersammlung und damit zur
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Abb. 3.5: Vergleich zwischen Mylar und Polyethylen als Protonenstoppermaterial.
Neben der magnetischen Ablenkung der gestreuten Teilchen ist eine einfache Filte-
rung die am ha¨ufigsten gewa¨hlte Methode zur Vermeidung von Scha¨den und Sto¨rungen
im Detektor. Der Vorteil eines Filters ist der geringe Platzbedarf. Nachteilig wirkt sich
aber die Absorption der zu detektierenden Ro¨ntgenstrahlung aus. Dadurch wird die
Detektionseffizienz des Detektors fu¨r Ro¨ntgenstrahlung mit einer Energie unterhalb
von etwa 4 keV signifikant vermindert.
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Bei der Wahl des Materials fu¨r einen Teilchenstoppfilter vor einem Ro¨ntgende-
tektor ist auf einen mo¨glichst hohen Bremsquerschnitt und einen niedrigen Massen-
schwa¨chungskoeffizienten zu achten. Ein Vergleich zwischen Mylar und Polyethylen als
Material zum Stoppen von Protonen zusa¨tzlich zum 25,4µm-Beryllium-Fenster des
IGLET-X-Detektors ist in Abbildung 3.5 dargestellt. Die Transmission durch einen



















100 Na Mg Al Si P S Cl K Ca
25,4 µm Be
60 µm PE + 25,4 µm Be
54 µm Mylar + 25,4 µm Be
Abb. 3.6: Transmission der Ro¨ntgenstrahlung durch 60µm Polyethylen bzw. 54µm Mylar.
Der RBS-Detektor
Fu¨r die Detektion ru¨ckgestreuter Teilchen ist in der Messkammer im Abstand von
40 mm vor der Probe ein PIPS6-Ringdetektor installiert. Der Detektor ist zentrisch zur
Strahlachse befestigt, so dass der Ionenstrahl das 4 mm große Loch in der Mitte des
Detektors passiert. Die aktive Fla¨che von 300 mm2 bildet einen Kreisring um die Strahl-
achse (Innen- bzw. Außendurchmesser di = 10 mm, da = 22 mm). Daraus ergibt sich
ein Raumwinkel des Detektor von Ω = 179 msr. Der Detektor registriert ru¨ckgestreute




Bei der Detektion der transmittierten Ionen, werden aufgrund der hohen Za¨hlraten
(bis zu 10 kHz) und der damit verbundenen erho¨hten Scha¨digung im Detektor oft PIN-
6Passivated Implanted Planar Silicon: oberfla¨chenpassiviertes planares Silizium






Abstand zur Probe 40 mm
Raumwinkel 179 msr
aktive Fla¨che 300 mm2
Auflo¨sung (He+ @1,5 MeV) 14 keV
Auflo¨sung (H+ @2 MeV) 11 keV
Tab. 3.3: Parameter des an Lip-
sion fu¨r RBS verwendeten Teil-
chendetektors.
Dioden7 verwendet (Lipsion: Hamamatsu S1223-01). Solche Dioden sind preiswert als
Photodiode erha¨ltlich. Sie sind aufgrund ihrer sehr breiten, bei der Detektion wichtigen
Verarmungszone auch fu¨r die Detektion von MeV-Protonen geeignet (Reichweite in
Silizium ∼ 100µm). Als Photodiode sind sie mit einem schu¨tzenden Deckglas vor
dem sensitiven Kristall versehen, das vor dem Einsatz der Diode als Teilchendetektor
entfernt werden muss.
Mit den kommerziellen Photodioden wird eine Energieauflo¨sung von etwa 20 keV
erreicht. Diese Auflo¨sung ist fu¨r viele Fragestellungen bei der spektroskopischen Ana-
lyse transmittierter Protonen ausreichend. So kann zum Beispiel der Energieverlust
in verschiedenen Knorpelbereichen bei einer Probendicke von etwa 30µm im Bereich
einiger 100 keV variieren.
Bei der Analyse sehr kleiner biologischer Strukturen, wie zum Beispiel kollagener
Fasern oder Fibrillen, kann der Unterschied im Energieverlust der Ionen sehr klein wer-
den. So ist der Energieverlust von 2 MeV-Protonen durch eine 300 nm-Kollagenfaser nur
einige keV gro¨ßer als durch das umgebende Aggrekan. Um hier noch einen energeti-
schen Kontrast zu erhalten muss ein STIM-Detektor eine sehr gute Energieauflo¨sung
haben. Der Einsatz eines teureren Teilchendetektors (Lipsion: Canberra, PIPS) mit
einer Energieauflo¨sung von etwa 10 keV wird erforderlich. In Tabelle 3.4 sind wichtige
Parameter der zwei an Lipsion bei STIM verwendeten Detektoren gegenu¨bergestellt.
Die ERDA-Detektoren
Fu¨r die Analyse von Wasserstoff in biologischen Proben wird die Methode der Detektion
vorwa¨rtsgestreuter Protonen angewandt (Abschnitt 4.4). Dabei werden die zwei unter
jeweils 45◦ gestreuten koinzidenten Protonen als Messsignal verwendet (Detektoren
stehen zueinander unter 90◦).
Da allein die koinzidente Detektion unter gleichem Streuwinkel die (p,p)-Streuung
nachweist, ist eine zusa¨tzliche energetische Analyse der Protonen fu¨r den Wasserstoff-
nachweis nicht erforderlich. Die PIN-Dioden eignen sich daher sehr gut als Detektoren
7Die Bezeichnung PIN (p-i-n) bedeutet, dass die Diode zwischen der p-dotierten und der n-dotierten
Zone im Silizium-Kristall eine i-Schicht intrinsischer Leitfa¨higkeit (Leitfa¨higkeit des Siliziums ohne
Sto¨rstellen) besitzt.
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PD-50-11-300-RM S1223-01
(Canberra) (Hamamatsu)
fu¨r Methode STIM STIM/ERDA
Detektorkristall PIPS PIN-Si
Abstand zur Probe ∼ 40 mm ∼ 40 mm
aktive Fla¨che 50 mm2 16 mm2
Auflo¨sung (H+ @2 MeV) 9 keV 20 keV
Tab. 3.4: Parameter der an Lipsion fu¨r STIM verwendeten Teilchendetektoren.
fu¨r den Koinzidenznachweis der Protonen. Sie sind aufgrund ihrer Gro¨ße raumspa-
rend und gut hinter der Probe platzierbar. In Tabelle 3.4 sind wichtige Parameter der
verwendeten PIN-Dioden (S1223-01) aufgefu¨hrt.
In der Messkammer stehen die zwei PIN-Dioden unter 90◦, vertikal angeordnet,
jeweils unter 45◦ zur Strahlachse (Abb. 3.4). In dieser symmetrischen Anordnung haben
beide detektierten Protonen, sowohl einfallendes als auch herausgeschlagenes Proton,
dieselbe Energie.
Eine einfache Koinzidenzschaltung wird u¨ber eine Kreuzverschaltung der elektro-
nischen Detektor-Signalverarbeitung erreicht. Dabei werden Ereignisse in dem einen
Detektor (Analysator) zum Spektrum weiterverarbeitet, wa¨hrend Ereignisse in dem
anderen Detektor (Starter) die Zeitfenster starten, in denen der Analysator Ereignisse
akzeptieren darf (Abb. 3.7). So fu¨hrt nur das koinzidente Auftreten zweier Teilchen
in beiden Detektoren (entsprechend einer (p,p)-Streuung) zu einem von Null verschie-
denen Beitrag im Energiespektrum der Protonen. Geo¨ffnete Zeitfenster ohne eine ent-








Abb. 3.7: Schematischer Aufbau der einfachen Koinzidenzschaltung. Nach einer (p,p)-Streuung treffen
zwei Protonen gleichzeitig in die Detektoren. Der Starter o¨ffnet das Zeitfenster in dem das Analysator-
Signal zum Spektrum verarbeitet wird.
3.3.7 Das Datenaufnahme und -verarbeitungssystem
Das an Lipsion installierte Datenaufnahmesystem ist in der Lage gleichzeitig die Si-
gnale von vier Detektoren aufzunehmen, zu analysieren und zur Datenverarbeitung im
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Messrechner aufzubereiten. Es ist aufgebaut aus vier separaten Einheiten, die Statio-
nen genannt werden. Jede Station besteht aus einem Versta¨rker fu¨r das Detektorsignal,
einem Analog-Digital-Konverter (ADC8) mit Vielkanalanalysator (MCA9) und einer
Datenaufbereitungskarte, die aus dem Kanalwert e (kommt vom MCA) und der Orts-
information x, y (kommt aus dem Rastergenerator) eine Informationsstruktur (e, x, y)
zusammensetzt und sie in einen Datenpuffer schreibt.
Die Struktur, Ereignis genannt, ist eine 6-Byte große Einheit, je zwei Byte fu¨r
Kanal-, x- und y-Wort, wobei die Information u¨ber die Herkunft des Ereignisses (Sta-
tionsnummer) sowohl im Kanalwort als auch in den x, y-Worten kodiert wird (Tab.
3.5). In dieser 6-Byte-Ereignisstruktur lassen sich demnach der Kanalwert zwischen 0
und 8191 und die Positionswerte zwischen 0 und 4095 abspeichern.
Bit-Nummer 15 14 13 12 11 . . . . . . . . . . . . 1 0
Kanal-Wort S0 S1 – ←− Kanalwert e −→
x-Wort 1 0 S0 S1 ←− x-Wert −→
y-Wort 0 1 S0 S1 ←− y-Wert −→
Tab. 3.5: Bit-Kodierung der 2-Byte-Informationen von Kanal, x- und y-Wert; zusammen bilden sie die
6-Byte-Ereignisinformation (e, x, y) in der Messdatei (evt-Datei). Die Bit-Werte S0 und S1 kodieren





1 1 4 Tab. 3.6: Bit-Kodierung der Sta-
tionsnummer.
Der Datenpuffer befindet sich in einem Steuerrechner (VME-Crate, Motorola), der
u¨ber eine Netzwerkverbindung10 mit dem Messrechner verbunden ist. Der Steuerrech-
ner sendet die Messdaten aus dem Puffer an den Messrechner. So entsteht im Laufe
einer Messung ein Strom von Ereignissen, der in eine Datei (<name>.evt) auf dem
Messrechner gespeichert wird. Das heißt, die Ereignisse werden hintereinander, so wie
sie aufgetreten sind, in der Datei gespeichert. Es bleibt also auch, entsprechend der Rei-
henfolge, eine Zeitinformation erhalten. Jedoch ko¨nnen bei hohen Impulsraten (= hohe
Datenrate) schnell sehr große Messdateien (∼ 100 MB) entstehen. Dafu¨r wird eine lei-
stungsfa¨hige Rechentechnik beno¨tigt.
Der Messrechner ist eine IBM-RISC 6000 Model 43 P mit 512 MB Hauptspeicher
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Messprogramm mpsys (Version 2.3) installiert. U¨ber das Programm werden die Statio-
nen ausgewa¨hlt und der Signalverarbeitung angepasst sowie der Messvorgang gesteuert.
Weiterhin ermo¨glicht es, aus den Messdaten wa¨hrend der Messung oder spa¨ter zur Aus-
wertung, die gewu¨nschten Darstellungsformen wie Spektren, Profile und Verteilungen




Analysen mit Ionenstrahlen geho¨ren zu den analytischen Standardtechniken. Darun-
ter za¨hlen die Methoden PIXE – Particle-Induced X-ray Emission (Teilchen-induzierte
Ro¨ntgenemissionsspektroskopie), RBS – Rutherford Backscattering Spectroscopy (Spek-
troskopie ru¨ckgestreuter Ionen), ERDA – Elastic Recoil Detection Analysis (Spektro-
skopie herausgeschlagener, sogenannter ru¨ckgestoßener Teilchen) und STIM – Scanning
Transmission Ion Microscopy (ortsaufgelo¨ste Energieverlustspektroskopie). In den 90er
Jahren wurde STIM auch zur tomographischen Methode (STIM-Tomographie) weiter-
entwickelt.
Weitere Effekte wie die Emission von Sekunda¨relektronen (SE) und die Teilchen-
induzierte Emission von γ-Quanten bei Kernreaktionen (Particle Induced Gamma-ray
Emission – PIGE) ko¨nnen auch zu Analyse herangezogen werden, wurden aber wegen
der geringen Wirkungsquerschnitte bei den hier untersuchten biologischen Proben nicht
genutzt.
Nachfolgend werden die physikalischen Grundlagen und experimentellen Techniken
erla¨utert, die bei der Untersuchung der Knorpelproben mit dem Ionenstrahl verwendet
wurden.
4.1 Wechselwirkung der Ionen mit Materie
Trifft ein Strahl energiereicher Ionen auf Materie (Target), so kommt es zu zahlreichen
Wechselwirkungen mit den Atomen. Dabei laufen die Prozesse sowohl am Kern als
auch an der Elektronenhu¨lle des Targetatoms ab (siehe Abb. 4.1).
Ein Produkt dieser Prozesse ist Ro¨ntgenstrahlung, eine elektromagnetische Strah-
lung aus der Elektronenhu¨lle. Aufgrund der fu¨r jedes Element, entsprechend der Ord-
nungszahl, charakteristischen Konfiguration der Elektronenhu¨lle spricht man von cha-
rakteristischer Ro¨ntgenstrahlung. Die Energie der emittierten Ro¨ntgenstrahlung tra¨gt
die Information u¨ber die Ordnungszahl des emittierenden Elements. Die Intensita¨t der
Strahlung entspricht dabei der Anzahl der Wechselwirkungspartner, also dem Gehalt
des emittierenden Elements in der untersuchten Probe (Abschnitt 4.2).
Eine weitere Wechselwirkung, die Ion–Targetkern–Wechselwirkung, fu¨hrt zur Ab-
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Abb. 4.1: Vereinfachte Darstellung der in dieser Arbeit genutzten Wechselwirkungsprozesse Ion–
Targetatom; Ru¨ckstreuung der Inzidenzionen (RBS: Rutherford Backscattering Spectrometry), Er-
zeugung charakteristischer Ro¨ntgenstrahlung (PIXE: Particle Induced X-ray Emission), Energiever-
lust bei Transmission (STIM: Scanning Transmission Ion Microscopy); fu¨r die (p,p)-Streuung (ERDA)
siehe Abbildung 4.9, S. 59.
stoßung der Wechselwirkungspartner und damit zur Streuung der Ionen. Die Streuung
wird in Ru¨ck- und Vorwa¨rtsstreuung untergliedert. Die Ru¨ckstreuung leichter Inzi-
denzteilchen (1H+, 4He+-Ionen) an schwereren Targetkernen (z.B. C, N, O) bildet die
Grundlage fu¨r die Spektrometrie der gestreuten Inzidenzteilchen in Ru¨ckwa¨rtsrichtung
(RBS). U¨ber die Anzahl und Energie der ru¨ckgestreuten Teilchen lassen sich die Art und
der Gehalt der an der Wechselwirkung beteiligten Elemente errechnen (Abschnitt 4.3).
Das fu¨r die ERDA wichtige Herausschlagen von Sekunda¨rteilchen ist nur dann
mo¨glich und somit von analytischer Bedeutung, wenn das Ion schwerer als sein Stoß-
partner oder gleich schwer ist. Am Lipsion ist daher nur ERDA von Wasserstoff (und
Helium) durch Protonen oder Helium-Ionen als Inzidenzteilchen mo¨glich. Dabei wird
Wasserstoff durch den Beschuss mit den Ionen in Vorwa¨rtsrichtung gestoßen. Die Spek-
trometrie des aus der Probe herausgeschlagenen Wasserstoffs ermo¨glicht die Analyse
seines Gehalts in der Probe (Abschnitt 4.4).
Eine qualitative und quantitative Analyse fu¨hrt nur zum Erfolg, wenn die zugrun-
de liegenden physikalischen Prozesse genau bekannt sind. Sie lassen sich grob in drei
Phasen unterteilen:
1. Das Eindringen der energiereichen Ionen in das Target. Dabei unterliegen die
Ionen einem Energieverlust, der durch das Bremsvermo¨gen der Probe bestimmt
wird.
2. Das Eintreten der fu¨r die Analyse ausgewa¨hlten Wechselwirkung. Ihre absolute
Ha¨ufigkeit, wichtig fu¨r die Ausbeute bei der Detektion der Wechselwirkungspro-
dukte (Teilchen- oder Ro¨ntgenstrahlung), wird durch den Wirkungsquerschnitt
und den Elementgehalt bestimmt.
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3. In der dritten Phase gelangen die Teilchen bzw. die induzierte Strahlung vom Ort
der Wechselwirkung zum Detektor. Dabei mu¨ssen sie eine Reihe von Materialien
durchdringen, in denen sie eine Schwa¨chung erleiden (Probe: vom Entstehungsort
bis zur Oberfla¨che, Filter, Detektorschichten).
4.2 PIXE – Teilchen-induzierte Ro¨ntgenemission
Die teilcheninduzierte Emission von Ro¨ntgenstrahlung, bekannt als PIXE (Particle
Induced X-ray Emission), wurde um das Jahr 1970 von S.A.E. Johansson als Ana-
lysemo¨glichkeit erkannt und zu einer vielfa¨ltig einsetzbaren, schnellen, genauen und
sensitiven Methode zur qualitativen und quantitativen Multielementanalyse entwickelt
[Joh76]. Eine Voraussetzung dafu¨r war die Anwendung von Halbleiterdetektoren und
elektronischer Datenverarbeitung fu¨r die Aufnahme, Bearbeitung und Auswertung der
Information aus der emittierten Strahlung (Spektrometrie). In den meisten Ionenstrahl-
labors werden Protonen mit Energien Ep zwischen 2 MeV und 3 MeV als Inzidenzteil-
chen benutzt, da sie in Bezug auf Signal/Untergrundverha¨ltnis und Reichweite die
besseren Parameter bieten als Elektronen oder schwerere Ionen [Bir64, Fol74].
Eine umfassende Beschreibung der analytischen Methode mit Hilfe teilchenindu-
zierter Ro¨ntgenemission geben Johansson, Campbell und Malmqvist in [Joh95].
Zahlreiche analytische Anwendungen der PIXE sind seither in der Fachliteratur er-
schienen und fu¨r den Bereich der Lebenswissenschaften von Llabador und Moretto
zusammengestellt worden [Lla98].
4.2.1 Das Grundprinzip
Ein von einem Beschleuniger erzeugter Protonenstrahl wird auf ein Target geschossen.
Auf seinem Weg durch die Probe ionisieren die Protonen die innersten Elektronen-
schalen der Atome. Die Vakanzen werden unter Abgabe charakteristischer Ro¨ntgen-
strahlung aufgefu¨llt. Diese Strahlung, im Bereich von etwa 1 keV bis 40 keV, wird als
Impulsho¨henspektrum in einem Vielkanalanalysator gesammelt. Aus energetischer La-
ge und Ha¨ufigkeit der Impulse (Peaks) im Spektrum gewinnt man Information u¨ber das
Vorhandensein und die Konzentration der Elemente mit einer Ordnungszahl Z > 12
(schwerer als Magnesium1).
Je nach Dicke, Materialzusammensetzung und Ionenstrahlenergie mu¨ssen in Bezug
auf Energieverlust der Ionen und Intensita¨tsschwa¨chung der Ro¨ntgenstrahlung in der
Probe drei Fa¨lle unterschieden werden:
du¨nnes Target: der Energieverlust der Ionen (< 10 %) und die Schwa¨chung der Ro¨nt-
genstrahlung sind vernachla¨ssigbar
Target mittlerer Dicke: der Energieverlust der Ionen und die Schwa¨chung der Ro¨nt-
genstrahlung sind klein, aber signifikant
1bei Detektionssystemen mit ultradu¨nnen Fenstern, d. h. geringer Absorption, auch leichtere Ele-
mente
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dickes Target: die Ionen verlieren ihre gesamte Energie im Target, und die Schwa¨ch-
ung der Ro¨ntgenstrahlung muss beru¨cksichtigt werden.
Dabei liegen die geometrischen Dicken im Gro¨ßenordnungsbereich 10µm – 100µm.
In dieser Arbeit lagen die Probendicken im Bereich < 100µm; es handelte sich also um
Targets du¨nner und mittlerer Dicke.
4.2.2 Emission charakteristischer Ro¨ntgenstrahlung
In einem Atom sind die Elektronen der Ordnungszahl Z entsprechend auf energetisch
unterschiedlichen Schalen angeordnet. Sie werden durch die Hauptquantenzahl n cha-
rakterisiert und mit K, L, M usw. bezeichnet. Außer der K-Schale spalten alle anderen
wegen der Spin-Bahn-Kopplung des Spins s und des Bahndrehimpulses l der Elektronen



























































Abb. 4.2: Energieniveauschema der Elektronenhu¨lle mit eingezeichneten erlaubten U¨berga¨ngen. Fu¨r
Elemente mit einer Ordnungszahl Z < 30 liegen die Linien der L-Serie energetisch unter 1 keV, sie
sind fu¨r PIXE am Knorpel aufgrund der Absorption im Detektorfenster und -filter nicht relevant.
Den Auswahlregeln ∆n = 1, 2 . . . ∆l = ±1 ∆j = 0,±1 entsprechend, ko¨nnen
die Elektronen innere vakante Pla¨tze von ho¨heren Schalen aus einnehmen. Bei diesen
U¨berga¨ngen wird ein Energiebetrag als Ro¨ntgenstrahlung frei, der den Energieniveau-
unterschieden der Elektronenschalen entspricht. Da sich die Elemente in der energeti-
schen Anordnung ihrer Elektronenschalen unterscheiden, ist die Energie der emittier-
ten Ro¨ntgenstrahlung elementspezifisch; sie wird als charakteristische Ro¨ntgenstrah-
lung bezeichnet. Im Energiespektrum erscheint die charakteristische Ro¨ntgenstrahlung
als Serie energetisch unterschiedlicher Linien, deren Bezeichnung von den zugeho¨rigen
U¨berga¨ngen abgeleitet werden (Abb. 4.2).
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Anstelle der elektromagnetischen Strahlung kann es aber auch zur Emission von
Elektronen, sogenannte Auger-Elektronen, kommen. Die Wahrscheinlichkeit der Emis-
sion von Ro¨ntgenstrahlung wird als Fluoreszenzausbeute ω bezeichnet. Sie steigt mit
zunehmender Ordnungszahl Z an [Bam72].
Aus Ionisationsquerschnitt und Fluoreszenzausbeute ergibt sich der Ro¨ntgenpro-
duktionsquerschnitt. In Abbildung 4.3 sind die Ro¨ntgenproduktionsquerschnitte von
Natrium, Magnesium, Phosphor, Schwefel, Chlor, Kalium und Calcium in Abha¨ngig-
keit von der Protonenenergie dargestellt. Die Kurven sind nach der Formel von Paul
































Abb. 4.3: Abha¨ngigkeit des
Ro¨ntgenproduktionsquerschnitts
σ von der Protonenenergie;
dargestellt sind die Kurven
von Na, Mg, P, S, Cl, K und
Ca.[Pau84].
4.2.3 Elementkonzentration und Ro¨ntgenausbeute
Die Ausbeute der charakteristischen Ro¨ntgenstrahlung einer Linie X wird durch fol-
gende Formel beschrieben:
YX(Z) =








ω – Fluoreszenzausbeute der ionisierten Schale
bX – Intensita¨tsanteil der Linie X an der Linienserie
ε – Detektionseffizienz
Np – Anzahl der Inzidenzteilchen
cZ – Massenkonzentration des Elements
AZ – Massenzahl des Elements
E0 – Inzidenzenergie der Protonen
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Der Beitrag des Integrals in Gleichung 4.1 beschreibt den sogenannten Matrixeffekt,
das heißt den Einfluss der Hauptelemente (bei Knorpel H, C, N und O) auf die Aus-
beute der induzierten Ro¨ntgenstrahlung. In dem Integral wird der Energieverlust der
Protonen, die daraus resultierende Energieabha¨ngigkeit des Anregungsquerschnitts σ
und in TZ die Schwa¨chung der Ro¨ntgenstrahlung beim Durchgang durch die Probe
beru¨cksichtigt. Der Transmissionsterm TZ beru¨cksichtigt die Schwa¨chung der Ro¨ntgen-
strahlung in der Probe u¨ber deren Massenschwa¨chungskoeffizient (µ/ρ). Dabei ist der



















Bei der an Lipsion verwendeten Geometrie (Strahl senkrecht zur Targetnormalen,
α = 0◦, Detektion der Ro¨ntgenstrahlung unter einem Winkel β = 45◦ zur Oberfla¨che,













Abb. 4.4: Geometrie der Detek-
tion charakteristischer Ro¨ntgen-
strahlung am Lipsion. Der Strahl
trifft senkrecht auf die Probe,
α = 0◦, die detektierte Ro¨ntgen-
strahlung verla¨sst unter β = 45◦
die Probe.
4.2.4 Die Spektrenauswertung
Darstellung der Elementverteilung in Intensita¨tsbildern
Fu¨r die Erzeugung sogenannter PIXE-Bilder (Element-Maps), in denen die Verteilung
der Elemente dargestellt wird, sind die zu einem bestimmten Ort, also Pixel zugeho¨ri-
gen, das Element charakterisierenden Ereignisse (Ro¨ntgen-Impulse) zu za¨hlen und u¨ber
eine Farbkodierung (zum Beispiel im Regenbogenspektrum Abb. 4.5) darzustellen. So
erha¨lt man eine Falschfarbendarstellung der charakteristischen Ro¨ntgenintensita¨t, die
im Wesentlichen der Elementverteilung entspricht. Mit dieser Darstellung lassen sich
in den Element-Maps qualitativ A¨nderungen im Elementgehalt erkennen.
Abbildung 4.6 zeigt ein repra¨sentatives PIXE-Spektrum einer Knorpelprobe. Im
Spektrum erscheinen die charakteristischen Ro¨ntgenlinien (Peaks) von Phosphor, Schwe-
fel, Chlor, Kalium und Calcium. Der Inhalt der Peakfla¨chen (farbig markiert) wird
durch Summation innerhalb der in Tabelle 4.1 angegebenen Energiefenster (ROI - Re-
gion of Interest) ermittelt und als Intensita¨tsbild dargestellt.
Die eng benachbarten Linien der Kalium-Kβ und Calcium-Kα (bei 3,59 keV und
3,69 keV) sind im Spektrum nicht getrennt. Um den Einfluss der U¨berlappung gering
4.2 PIXE – Teilchen-induzierte Ro¨ntgenemission 53
Abb. 4.5: Falschfarbenpalette (Re-
genbogen) zur Darstellung von In-
tensita¨tsbildern; linear steigende








































Abb. 4.6: Repra¨sentatives PIXE-Spektrum einer Knorpelprobe (2 MeV Protonen, Q = 0,9µC). Fu¨r
die Elemente P, S, Cl, K und Ca sind die Positionen der Kα- und Kβ-Linien sowie deren Peakfla¨chen
farblich hervorgehoben.
zu halten, wurden die Energiefenster weitgehend außerhalb der U¨berlappungsbereiche
gewa¨hlt. Mit dem Anfangswert von EX = 3,65 keV erfasst das Energiefenster fu¨r Cal-
cium noch 70 % der gesamten Intensita¨t und nur 1,5 % der Intensita¨t der Kaliumlinie.
Emin – Emax /keV
P 1,93 – 2,10
S 2,17 – 2,43
Cl 2,51 – 2,96
K 3,15 – 3,45
Ca 3,65 – 4,14
Tab. 4.1: Energiefenster, in de-
nen die Summation der den Ele-
menten zugeho¨rigen Ro¨ntgenim-
pulse durchgefu¨hrt wird.
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Quantitative Bestimmung der Elementkonzentration
Der Zusammenhang zwischen der Konzentration eines Elements und der im Detektor
registrierten Ausbeute zugeho¨riger Ro¨ntgenstrahlung, ist in Gleichung 4.1 gegeben. Fu¨r
die standardfreie Bestimmung der Konzentration cZ (Masse-%) des Elements ermittelt
man nach der PIXE-Messung mit der Ladung Q aus dem Spektrum die Ausbeute YX
der charakteristischen Ro¨ntgenlinie X (bei den Knorpelelementen die Ausbeute YKα
der Linie Kα).
Nach Umstellen der Gleichung 4.1 nach cZ und unter Benutzung der Beziehung
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Es liegt nahe, die Lo¨sung dieser Gleichung einem Computerprogramm zu u¨berlassen,
dem die beno¨tigten Werte und Parameter mitgegeben werden. Das betrachtete Element
gibt die Ordnungszahl Z und die Massenzahl AZ vor. Die Werte fu¨r die Fluoreszenzaus-
beute ω, fu¨r den Anteil bX der Linie X sowie die Werte fu¨r das Bremsvermo¨gen S stehen
in Tabellen zur Verfu¨gung (z.B. in [Zsc89, And77]). Die Ionisationsquerschnitte σ der
K-Schalen werden aus der theoretischen Beschreibung berechnet. Die anderen Parame-
ter, Ladung Q und Inzidenzenergie E0, legt der Experimentator fest. Der Parameter ε,
die Detektionseffizienz fu¨r die Ro¨ntgenlinien, muss fu¨r das Detektionssystem ermittelt
werden. Dazu bedient man sich eines Satzes von Standardproben mit bekannter Zu-
sammensetzung, wie Reinstelemente (Si, Al, Cr, Cu, Fe, Ni, . . . ) und Materialien genau
bekannter Sto¨chiometrie (NaCl, GaP, InP, . . . ) mit denen das System kalibriert wird.
Den experimentell ermittelten Effizienzwerten wird dann eine theoretische Beschrei-
bung des Detektionssystems angepasst. Hierzu findet sich bei Knolle eine genaue
Beschreibung der Kalibration eines Si(Li)-Detektors [Kno91].
Im Rahmen der zitierten Arbeit entstand auch das Computer-Programm px yield
zur standardfreien quantitativen Ro¨ntgenspektralanalyse. Es ermo¨glicht die Berech-
nung der Konzentrationen von Elementen aus den mit PIXE ermittelten Ausbeuten
ihrer Ro¨ntgenlinien. Das Programm bietet auch die Mo¨glichkeit u¨ber die Angabe von
Art und Konzentrationen der Matrixelemente (H, C, N, O fu¨r biologische Proben,
Quantifizierung durch RBS und ERDA), die Matrixeffekte bei der Konzentrationsbe-
rechnung mit zu beru¨cksichtigen. Weiterhin ko¨nnen durch Angabe der Energie Et der
Protonen nach Durchgang durch die Probe (Bestimmung mit STIM), den Verha¨ltnissen
bei Proben mittlerer Dicke entsprochen werden.
Das Programm px yield diente auch zur Berechnung der in dieser Arbeit pra¨sen-
tierten quantitativen, auf PIXE basierenden Elementkonzentrationen. Dazu wurde das
Spektrum des zu analysierenden Bereich aus dem PIXE-Intensita¨tsbild extrahiert. Die
Bestimmung der Linienintensita¨ten erfolgte dann aus den Parametern einer analyti-
schen Funktion (Anhang A.1), die an das extrahierte Spektrum angepasst wurde. Die
Funktion wurde als Spektrenmodellfunktion aufgestellt, bestehend aus einer Unter-
grundfunktion und neun Gaußkurven die die Ro¨ntgenlinien beschreiben. Die Unter-
2Erla¨uterung der Symbole in Gleichung 4.1
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grundfunktion wurde mit fu¨nf Parametern und die Ro¨ntgenlinien der Elemente mit
vier (außer bei Phosphor mit zwei) Parametern angepasst. Abbildung 4.6 zeigt die sehr
gute U¨bereinstimmung der analytischen Funktion (schwarze Linie) an das gemessene
Spektrum (schwarze Kreise) und die Gaußkurven (farbige Linien) auf der Untergrund-
funktion (gru¨n). Die angepasste Funktion lieferte den Fla¨cheninhalt der der Kα-Linie
zuzuordnenden Gaußkurve, der als Ausbeute YKα gewertet wurde.
4.3 RBS - Ru¨ckstreuspektrometrie
Wenn leichte geladene Teilchen (Ionen) mit hoher Energie in Materie eindringen, wer-
den sie mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit im Coulomb-Feld der Atomkerne ge-
streut. Dabei kommt es auch zu großen Ablenkwinkeln, bei u¨ber 90◦ zur Ru¨ckwerts-
streuung. Dieses klassische Problem der elastischen Ru¨ckwertsstreuung ist bereits 1911
von Rutherford beschrieben worden [Rut17]. Die energiedispersive Spektrometrie
der ru¨ckgestreuten Teilchen ermo¨glicht die Analyse der atomaren Targetzusammenset-
zung. Diese ionenstrahlanalytische Methode wird Ru¨ckstreuspektrometrie genannt oder
kurz als RBS (Rutherford Backscattering Spectrometry) bezeichnet. Eine umfassende
Beschreibung der Methode geben Chu, Mayer und Nicolet in [Chu78].
4.3.1 Das Grundprinzip
Bei der elastischen Streuung eines Projektilions an einem Stoßpartner (Targetkern)
gelten die zwei Erhaltungssa¨tze von Energie und Impuls. Damit la¨sst sich der Ener-
gieu¨bertrag vom Projektilion auf den Targetkern fu¨r eine Streuung unter einem Winkel
θ ableiten.
Die Streuung unter Winkeln 90 < θ ≤ 180◦ wird als Ru¨ckstreuung (engl.: Back-
scattering) bezeichnet. Unter konstantem Winkel θ ha¨ngt die Ru¨ckstreuenergie E des
Ions (Masse m) nur von der Masse des Targetkerns M ab. Dabei gilt je gro¨ßer das
Verha¨ltnis M/m, desto gro¨ßer die Ru¨ckstreuenergie E des Ions. Das Verha¨ltnis der
Ru¨ckstreuenergie zur Anfangsenergie, E/E0, wird als kinematischer Faktor K bezeich-
net. Der kinematische Faktor berechnet sich aus Impuls- und Energieerhaltung in der














Die Werte fu¨r K sind fu¨r verschiedene Projektil- und Targetmassen und ha¨ufig ver-
wendete Ru¨ckstreuwinkel zum Beispiel im
”
Handbook of Ion Beam Analysis“ tabella-
risiert [Tes95]. Bei bekannter Anfangsenergie E0 und unter dem Winkel θ gemessener
Ru¨ckstreuenergie E kann mit Hilfe des K-Faktors die Masse des Targetkerns bestimmt
werden.
Mit der Mo¨glichkeit, die Masse der Kerne zu bestimmen, lassen sich Proben auf
ihre atomare Zusammensetzung hin untersuchen. Besteht die Probe nun aus mehreren
Elementen, so unterscheiden sich die Streuprozesse an unterschiedlichen Atomen (d.h.
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Targetkernen mit Masseunterschied ∆M) durch die entsprechenden K-Faktoren. Der
Unterschied in den K-Faktoren ∆K kommt bei gleichem Winkel durch die Unterschiede
in den Ru¨ckstreuenergien ∆E = ∆K ·E0 zum Ausdruck, die im RBS-Spektrum sichtbar
werden. Je ho¨her die Masse des Targetkerns, um so ho¨her die Ru¨ckstreuenergie des Ions
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dicken Knorpelprobe (2,25 MeV
Protonen, θ = 168◦). Die rote
Linie ist die mit dem Programm
RUMP erstellte Simulation. Mar-




nen beim Stoß an Kernen der
bezeichneten Elemente.
Die Markierungen der Stoßpartner-charakteristischen Ru¨ckstreuenergien (
”
Element-
kanten“) in der Abbildung gelten nur fu¨r Streuprozesse an der Oberfla¨che der Probe,
also fu¨r noch ungebremste Protonen. Bei Ru¨ckstoßprozessen innerhalb der Probe wird
die Anfangsenergie E0 der Protonen durch Bremsung in der Probe vermindert, so
dass sich eine reduzierte Stoßenergie E0 − ε ergibt. Dadurch reduziert sich auch die
Ru¨ckstreuenergie zu E = K · (E0 − ε). Auf dem Weg zum Detektor, durch die Probe
zuru¨ck zur Oberfla¨che, verliert das ru¨ckgestreute Proton nochmals einen Teil seiner
Energie. Im Spektrum erscheinen dann die registrierten Streuprozesse aus tieferen Pro-
benschichten als niederenergetische Schulter an den entsprechenden Elementkanten,
wodurch es zur U¨berlappung mit Beitra¨gen leichterer Elemente kommt.
Aus Gleichung (4.4) wird ersichtlich, dass beim zentralen Stoß (Ru¨ckstreuwinkel
θ = 180◦) der kleinste K-Faktor erreicht wird. Dort ist er fu¨r Vera¨nderungen im
Verha¨ltnis M
m
, also fu¨r Masseunterschiede ∆M besonders sensitiv, was sich positiv u¨ber
∆E = ∆K · E0 auf die energetischen Absta¨nde der Elementkanten im Ru¨ckstreuspek-
trum auswirkt. Bei der RBS-Methode nutzt man daher Ru¨ckstreuwinkel nahe 180◦. In
der Messkammer am Lipsion ist ein Ringdetektor installiert, der die Detektion ru¨ckge-
streuter Teilchen im Winkelbereich 163◦ < θ < 173◦ ermo¨glicht (siehe Abschnitt 3.3.6).
Bei Protonen (2 – 3 MeV) als Inzidenzteilchen und organischen Proben (Matrix mit
hohem H, C, N und O Gehalt) lassen sich die leichten Matrixelemente noch gut trennen
(Abb. 4.7).
4.3.2 Die Spektrenauswertung
Darstellung der Elementverteilung in Intensita¨tsbildern
Die Darstellung der Verteilung von Elementen aus der RBS-Analyse erfolgt prinzipiell
wie das schon erwa¨hnte Erstellen von PIXE-Maps. In jedem Rasterpunkt werden alle
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einem Element zuzuordnenden Streuereignisse (Impulse im Energiebereich3 ∆E bis
zur Elementkante) geza¨hlt und u¨ber eine Falschfarbenkodierung (Abb. 4.5, S. 53) als
Intensita¨tsbild dargestellt. Allerdings entha¨lt der Energiebereich eines Elements wegen
der U¨berlappungen auch Ereignisse schwererer Elemente. Diese Beitra¨ge bilden einen
Untergrund, der abgezogen werden muss. Dazu muss ein zweites Rasterbild erstellt
werden, das die Summe aller Ereignisse aus dem Energiebereich gleicher Breite ∆E
oberhalb der Elementkante des darzustellenden Elements entha¨lt. Das zweite Rasterbild
kann als gute Na¨herung fu¨r den vom ersten Rasterbild abzuziehenden Untergrund
gewertet werden.
Da zur Intensita¨tsdarstellung nicht alle, sondern nur die Ereignisse innerhalb des
Energiebereichs ∆E herangezogen werden, haben Elementbilder der RBS-Intensita¨t
nur eine geringe Statistik. Sie bilden auch wegen des eingeschra¨nkten Energiebereichs
nicht die Verha¨ltnisse im ganzen Probenvolumen ab, sondern in einem von der Dichte
abha¨ngigen Tiefenbereich. Daher sind sie Darstellungen des relativen und nicht des
absoluten Elementgehalts.
Quantitative Bestimmung der Elementkonzentration
Fu¨r die quantitative Bestimmung der Probenzusammensetzung, bei Knorpelproben
hauptsa¨chlich zur C-, N- und O-Bestimmung, wird das Spektrum mit Hilfe des Pro-
gramms RUMP simuliert [Doo85]. Nach einer ersten Annahme u¨ber die Elementzusam-
mensetzung wird durch Vera¨nderung der Elementgehalte, Hinzufu¨gen oder Lo¨schen
von Elementen die beste Passung der Simulation an die Messdaten gesucht. Da das
Programm RUMP standardma¨ßig Rutherford-Ru¨ckstreuquerschnitte verwendet, aber bei
Protonen-RBS besonders bei leichten Elementen der Geltungsbereich fu¨r die Ruther-
fordstreuung verlassen wird, mu¨ssen fu¨r die betreffenden Elemente experimentell er-
mittelte Wirkungsquerschnitte in das Programm implementiert werden [Kno90]. Sie
stehen fu¨r verschiedene Targetkerne, Energiebereiche und Ru¨ckstreuwinkel in der Li-
teratur und im Internet zur Verfu¨gung [Tes95, ISU].
4.3.3 Nicht-Rutherford Ru¨ckstreuquerschnitte
Die Rutherford-Ru¨ckstreuung gilt nur in den Energiebereichen, in denen das Inzidenz-
teilchen noch nicht die Coulomb-Barriere des Targetkerns u¨berwinden kann. So kommt
es nicht so nah an den Kern heran, dass Kernkra¨fte an der Wechselwirkung beteiligt
sind. Bei Protonen mit einer Energie im MeV-Bereich ist das bei den leichten Elementen
nicht mehr der Fall. Hier spielen komplizierte Projektil-Target-Wechselwirkungen eine
Rolle, die eine Vera¨nderung, oft mehrfache, resonanzartige U¨berho¨hung der Ru¨ckstreu-
querschnitte gegenu¨ber denen der Rutherford-Ru¨ckstreuung bewirken. Solche Wechsel-
wirkungsquerschnitte werden als Nicht-Rutherford-Ru¨ckstreuquerschnitte bezeichnet.
In Abbildung 4.8 sind Nicht-Rutherford-Ru¨ckstreuquerschnitte der Protonenru¨ckstreu-
ung an den Elementen 12C, 14N, 16O und 32S in Abha¨ngigkeit von der Energie dargestellt
[Rau85, Ami93, Rau88].
3Die na¨chste, energetisch tiefere Elementkante darf nicht mit eingeschlossen werden.
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Abb. 4.8: Experimentell ermittelte, nicht-Rutherford-Ru¨ckstreuquerschnitte fu¨r Protonen an Kohlen-
stoff 12C [Rau85], Stickstoff 14N [Rau85], Sauerstoff 16O [Ami93] und Schwefel 32S [Rau88], die fu¨r
die Spektrenauswertung verwendet wurden.
4.4 ERDA - Vorwa¨rtsstreuung
Fu¨r die Untersuchung des Wasserstoffgehalts im Knorpel wurde die Methode ERDA
(Elastic Recoil Detection Analysis) eingesetzt. Durch die (p,p)-Streuung des Proto-
nenstrahls an den Wasserstoffkernen in den fu¨r den Ionenstrahl transparenten Knor-
pelproben werden Wasserstoffkerne aus der Probe herausgeschlagen, wodurch u¨ber die
Zahl der Stoßprozesse der Wasserstoffgehalt bestimmt werden kann. Jedoch ist der
analysierte Gehalt an Wasserstoff (H) aufgrund der Trocknung bei der Pra¨paration
(Abschnitt 6.3) nicht auf den Wassergehalt im Knorpel (∼ 70 % H2O in vivo), sondern
im Wesentlichen auf den Gehalt des Wasserstoffs in den molekularen Bestandteilen des
Knorpels zuru¨ckzufu¨hren.
4.4.1 Das Grundprinzip
Eine der Wechselwirkungen des Ionenstrahls mit dem Target ist der elastische Stoß der
Ionen mit Kernen des Targets, die dadurch einen Ru¨ckstoß (engl.: recoil) erfahren. Da-
bei u¨bertra¨gt das Inzidenzion einen Teil seiner kinetischen Energie auf den gestoßenen
Targetkern (Ru¨ckstoßkern). Der Ru¨ckstoßkern erha¨lt einen Impuls mit einer Kompo-
nente in Vorwa¨rtsrichtung (Ru¨ckstoßwinkel φ < 90◦ im Laborsystem). Die auf den
Ru¨ckstoßkern u¨bertragene Energie ER und die Richtung (φ) seines Impulses sind von
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den Massen der Stoßpartner (Inzidenzion: m, Targetkern: M), von der Inzidenzenergie





Bei genu¨gend hoher Energie der Inzidenzionen kann die u¨bertragene Energie ausrei-












Abb. 4.9: Vereinfachte Darstel-
lung der zur Wasserstoff-Analyse
angewandten Methode der
Vorwa¨rtsstreuung bei (p,p)-
Streuung (ERDA: Elastic Recoil
Detection Analysis).
Bei der Verwendung von Protonen als Inzidenzteilchen ergibt sich aus der Kinematik
fu¨r den Stoß an einem Wasserstoffkern (1H), also an einem ruhenden Proton ((p,p)-
Streuung), dass die Summe aus Streuwinkel θ und Ru¨ckstoßwinkel φ θ + φ = 90◦
betra¨gt, das heißt, die beiden Protonen verlassen nach dem Stoß das Streuzentrum
(im Laborsystem) unter einem Winkel von 90◦. Fu¨r die Stoßgeometrie, in der der
Ru¨ckstoßwinkel φ = 45◦ betra¨gt, ergibt sich dann ein symmetrischer Streuvorgang.
Das Inzidenzproton u¨bertra¨gt in dieser Geometrie die Ha¨lfte seiner Energie auf das
ruhende Proton (Abb. 4.9).
Werden nun zwei Detektoren zur koinzidenten Detektion von Teilchen unter jeweils
45◦ zur Strahlachse angebracht, dann kann es nur koinzidente Messsignale aus der
(p,p)-Streuung geben. Jeder Stoß eines Inzidenzprotons mit Kernen anderer Elemente,
also mit schwereren Kernen, fu¨hrt zu maximal einem Signal in den Detektoren und
nicht zu Koinzidenzereignissen. Die Koinzidenzmessung ermo¨glicht also die selektive

















(p,p)-Streuung an einer 30µm
dicken Knorpelprobe (2 MeV
Protonen).
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Abbildung 4.10 zeigt ein ERD-Spektrum von Wasserstoff einer 30µm dicken Knor-
pelprobe beim Beschuss mit 2 MeV Protonen. Der Kanalwert fu¨r die Inzidenzenergie
der Protonen betra¨gt etwa 900. Da die koinzidenten Streuereignisse der (p,p)-Streuung
nach dem Durchgang durch die Probe (Energieverlust) mit weniger als der halben In-
zidenzenergie im Detektor registriert werden, erscheinen sie bis etwa Kanal 450 im
Spektrum.
Zwischen Kanal 550 und 800 erscheinen zufa¨llig-koinzidente Ereignisse (Streuung
an C, N und O). Zufa¨llige Koinzidenzen ko¨nnen entstehen, wenn zwei unterschiedliche
Streuereignisse so kurz aufeinander in den Detektoren wahrgenommen werden (hohe
Impulsraten), dass sie in das gleiche Koinzidenzzeitfenster fallen.
4.4.2 Die Spektrenauswertung
Aufgrund der Einfachheit des (p,p)-Koinzidenzspektrums, das im Energiebereich unter
den zufa¨lligen Koinzidenzen nur die gewu¨nschten (p,p)-Ereignisse zeigt (Abb. 4.10),
brauchten keine komplizierten Spektrenauswertungen vollzogen werden.
Darstellung der Wasserstoffverteilung
Zur Darstellung der Wasserstoffverteilung in der Probe als Intensita¨tsbild (vergleiche
Abschnitt 4.2.4) wurde der gesamte Bereich der (p,p)-Streuereignisse (bis zur halben
Proton-Inzidenzenergie) als Energiefenster gewa¨hlt.
Quantitative Bestimmung der Elementkonzentration
Fu¨r die quantitative Bestimmung des Wasserstoffgehalts in den Knorpelproben wur-
de die Effizienz ε des Koinzidenzdetektionssystem mit einer Standardprobe deren ge-
naue Zusammensetzung bekannt war kalibriert. Dazu wurde die Ausbeute Y an (p,p)-
Streuereignissen beim Protonen-Beschuss (Ladung Q) des Standards mit bekannter
Protonendichte N bestimmt. Als Standardmaterial wurde eine 15µm dicke Folie aus
Polyethylen (C2H4) niederer Dichte (0,92 g/cm
3, Goodfellow) verwendet. Die Stan-
dardmessung lieferte den Kalibrierungsfaktor ε fu¨r die quantitative Auswertung der
Knorpelspektren nach Gleichung 4.6.
N =
Y
Q · ε (4.6)
Aus den mit Ladung Q aufgenommenen Knorpelspektren wurde die Ausbeute Y der
(p,p)-Streuung bestimmt, und mit Hilfe des Kalibrierungsfaktor ε wurde die Fla¨chen-
dichte des Wasserstoffs in der Probe errechnet.
4.5 STIM - Transmissionsionenmikroskopie
Die Rastertransmissionsionenmikroskopie oder kurz STIM (Scanning Transmission Ion
Microscopy) ist die ho¨chstauflo¨sende ionenmikroskopische Technik, bei der die Pro-
be a¨hnlich wie bei einer ro¨ntgenographischen Aufnahme, mit dem Ionenstrahl (meist
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Protonen) durchleuchtet wird [Ove83, Ben89]. Dabei nutzt die Methode den Effekt
des Energieverlusts energiereicher Ionen beim Durchgang durch eine Materieschicht
(Probe). Der Energieverlust der Ionen ist ein Maß fu¨r die Masse, die zu durchqueren
war. Durch das Rastern des Ionenstrahls kann ein Energieverlustbild erstellt werden,
das, entsprechend umgerechnet, ein Bild der Masseverteilung (Massenfla¨chendichte)
der Probe darstellt.
Im Gegensatz zu den anderen, bereits erwa¨hnten Methoden, sind bei STIM die Io-
nen selber die Informationstra¨ger und nicht Sekunda¨rteilchen oder -Strahlung, deren
Intensita¨t von ihrem Wirkungsquerschnitt abha¨ngig ist. Der Informationsfluss ha¨ngt
nur von der Teilchenstromdichte ab (Za¨hlrate). Fu¨r eine sinnvolle Analyse der Massen-
dichte reichen bereits wenige Ionen pro Pixel aus. Das erlaubt, den Ionenstrom dra-
stisch zu senken, vom Bereich 100 pA auf etwa 1 fA oder, anders gesagt, von Ladung
auf Teilchenzahl zu wechseln.
Der reduzierte Strom bringt zwei große Vorteile mit sich, zum einen eine wesentliche
Verminderung der Probenscha¨digung, bei biologischen Proben sogar auf ein nicht mehr
messbares Maß, und zum anderen die Verwendung geringerer Blendeno¨ffnungen in der
Nanosonde und damit die Erho¨hung der Auflo¨sung durch kleinere Strahldurchmesser
(bis zu 40 nm, Abb. 4.11).
Objektblende: < 10 µm (µ-Schlitze)
Aperturblende: 10 µm
2 MeV Protonen
Halbwertsbreite: (41 ± 4) nm
(Weltrekord)











Abb. 4.11: Messung des
Strahldurchmessers im STIM-
Messmodus an einer atomar
glatten Kante. Die Messwerte
werden durch eine Fehlerfunkti-
on beschrieben, deren Ableitung
das Intensita¨tsprofil des Proto-
nenstrahls liefert (rote Linie).
4.5.1 Das Grundprinzip
Beim Durchqueren von Materie treten die eingestrahlten Ionen in Wechselwirkung mit
den Kernen und Elektronen der Probenatome. U¨ber diese Wechselwirkung geben sie
einen Teil ihrer Energie an die Wechselwirkungspartner ab. Fu¨r Protonen im MeV-
Bereich u¨berwiegt der elektronische Energietransfer den nuklearen. Der Energieverlust
der Protonen beim Passieren der Probe ist ein stochastischer Prozess sehr vieler kleiner,
von der Protonenenergie abha¨ngiger Energieu¨bertra¨ge in der Probe. Als Maß fu¨r die
Wahrscheinlichkeit solcher Prozesse fu¨hrt man daher den Begriff Bremsvermo¨gen4 S
ein.
4engl: stopping power (auch: mass stopping power)
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Bremsvermo¨gen
Das Bremsvermo¨gen beschreibt den spezifischen Energieverlust pro La¨ngeneinheit5













Das Produkt ρz = µ (Einheit: g/cm2) in Gleichung 4.7 verdeutlicht, dass die Wir-
kung der ra¨umlich verteilten Masse auf das Projektilion in der Probe entlang seines
Weges durch die Probe integriert wird und so die Massenvolumendichte auf eine Mas-
senfla¨chendichte µ projiziert.
Das Bremsvermo¨gen einer Probe ha¨ngt nicht nur von der Energie ab, sondern auch
von der Zusammensetzung aus verschiedenen Elementen (Ordnungszahl Z) mit un-
terschiedlichem Bremsvermo¨gen SZ(E). Das Gesamtbremsvermo¨gen der Probe kann,
entsprechend der Braggschen Regel, na¨herungsweise als Linearkombination der ein-
zelnen Beitra¨ge der Elemente, gewichtet mit deren prozentualen Massenanteilen cZ an





Welche Elemente mit welcher Konzentration am Bremsvermo¨gen beteiligt sind, muss
bereits bekannt sein oder durch geeignete Methoden ermittelt werden. Bei Knorpel-
proben (Konzentration an H, C, N und O > 90 %) bietet sich die Methode RBS an.
Die Werte fu¨r die Bremsvermo¨gen SZ der elementaren Bestandteile schla¨gt man zum
Beispiel in den Tabellen von Ziegler, Biersack und Littmark nach [Zie85]. Oder,
man verwendet das auf diesen Arbeiten aufbauende Computer-Programm SRIM (The
Stopping and Range of Ions in Matter), mit dem auch fu¨r komplexe Probenzusam-
mensetzungen schnell das Bremsvermo¨gen ermittelt werden kann [Zie].
Massenfla¨chendichte
Zur Berechnung der Massenfla¨chendichte µ aus dem Energieverlust (Differenz zwischen
Inzidenzenergie E0 und der gemessenen Transmissionsenergie Et) wird Gleichung 4.7







Da die analytische Lo¨sung des Integrals in Zusammenhang mit Gleichung 4.8 we-
gen der kompliziert zu beschreibenden, einzelnen Beitra¨ge SZ(E) nicht praktikabel
ist, aber der energetische Verlauf durch Wertepaare (mit SRIM ermittelt) bekannt ist,
bietet sich eine Na¨herungslo¨sung u¨ber den nahezu linearen Verlauf von S−1(E) in
dem betreffenden Energiebereich an (Abb. 4.12). U¨ber die analytische Beschreibung
S−1(E) = u · E + v ist dann das Integral der Gleichung 4.9 leicht zu lo¨sen.
5engl: specific energy loss (auch: stopping power)
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S E u E v
-1( ) = · +
u = 0,00230 ± 1·10-5













Abb. 4.12: Beschreibung des in-
versen Bremsvermo¨gens S−1(E)
im relevanten Energiebereich
durch eine lineare Funktion. Die
Werte fu¨r das Bremsvermo¨gen
wurden mit SRIM aus der Zu-
sammensetzung C25H58N5O11
ermittelt.
Die Massenfla¨chendichte µ darf nur zum Vergleich der Masseverteilung innerhalb
einer Probe oder bei Messungen an Proben gleicher Dicke herangezogen werden. Fu¨r
einen Probendicken-unabha¨ngigen Vergleich muss auf die Probendicke normiert werden
(Massenfla¨chendichte [µ] = µg/cm2 → Massenvolumendichte [ρ] = µg/cm3).
4.5.2 Die Spektrenauswertung
Energie-Kanal-Kalibration
Zur Bestimmung des Energieverlusts der transmittierten Protonen muss eine Energie-
Kanal-Kalibration der Messelektronik durchgefu¨hrt werden. Dazu wurde der Energie-
verlust durch mehrfach stufenweise u¨berlappende, 6µm dicke Mylarfolie als Standard
vermessen und so der der energetischen Lage entsprechende Kanalwert fu¨r die ver-
schiedenen Dicken bestimmt. Der dazugeho¨rige Energiewert wurde durch Simulation
mit SRIM bestimmt. Daraus ergab sich der Zusammenhang zwischen Energie und Ka-
nal, der durch eine lineare Funktion beschrieben werden kann. Abbildung 4.13 zeigt die
Standardmessung an Mylarfolie (0, 1, 2, . . . , 7 Lagen, 6µm dick) und die zugeho¨rigen,
simulierten energetischen Lagen.





























Abb. 4.13: STIM-Standardmessung mit
2 MeV Protonen zur Energie-Kanal-
Kalibration des Detektionssystems an
mehrfach u¨berlappender, 6µm dicker
Mylarfolie. Der rote Verlauf zeigt die si-
mulierten energetischen Lagen fu¨r die
entsprechenden Mylardicken, die als
Kalibrationswerte verwendet wurden.
Das eingelegte Bild (1,3 mm × 1,3 mm)
zeigt den dazugeho¨rigen Energieverlust
und die Anzahl an 6µm-Mylarlagen.
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Erzeugung des STIM-Bildes
Die eigentliche Messgro¨ße bei der Transmissionsionenmikroskopie ist die zu einem Mes-
spunkt auf der Probe (Pixel) geho¨rige Residualenergie der transmittierten Protonen.
Im Prinzip genu¨gt also ein einzelnes Proton pro Pixel, um den Energieverlust aus Re-
sidualenergie Et und bekannter Inzidenzenergie E0 zu bestimmen. Aber aufgrund der
stochastischen Natur des Energieverlusts in der Probe und der begrenzten Energieauf-
lo¨sung des Detektors, ist die statistische Sicherheit, einen relevanten Wert gemessen zu
haben, relativ gering. Der fu¨r den Energieverlust repa¨sentative Wert muss also durch
Mittelung mehrere Protonen pro Pixel erfolgen.
Dafu¨r bietet sich die Mittelwertbildung Et =
n∑
i
Eit an, der aus n & 10 Protonen
gebildet wird. Fu¨r n . 10 Protonen (geringere Messzeit) wird ein sinnvoller Wert fu¨r
Et besser durch die Bestimmung des Median E
med
t erreicht [Ove88]. Der Median ist
der Wert, fu¨r den die Anzahl der Werte mit Eit ≤ Emedt gleich der Anzahl der Werte mit
Eit ≥ Emedt ist. Der Gro¨ße nach sortiert, ergeben sich also n−12 kleinere und n−12 gro¨ßere
Werte. Dadurch reduziert sich bei kleinen n gegenu¨ber dem Mittelwert der Einfluss von
sogenannten
”
Ausreißern“ auf den Wert Et. Solche ”
Ausreißer“ ko¨nnen durch Struktu-
ren entstehen, deren Ausmaße kleiner sind als die Breite des fokussierten Ionenstrahls.





















Abb. 4.14: Energiespektrum trans-
mittierter Protonen (Inzidenzenergie
2,25 MeV) mit unterlegter Farbkodie-
rung. Das eingelegte Bild zeigt die
Energieverteilung der Protonen (pro
Pixel: Medianwert der Energien von
fu¨nf Protonen) beim Rastern (1,5 mm×
1,9 mm) u¨ber eine Knorpelprobe, blau:
niedrige Dichte, gru¨n ho¨here Dichte.
In der vorliegenden Arbeit wurde wegen der verwendeten, geringen Anzahl von
Protonen pro Pixel (n = 5) ausschließlich der Medianwert fu¨r Et bestimmt. Abbil-
dung 4.14 zeigt ein Residualenergiespektrum von 2,25 MeV Protonen nach Transmis-
sion durch 30µm Knorpel mit unterlegter Farbkodierung der Energiewerte sowie das
dazugeho¨rige Medianwert-Bild der Residualenergie (5 Protonen pro Pixel).
Die Werte der Residualenergie Et lassen sich u¨ber Gleichung 4.9 in die Massen-
fla¨chendichte oder, mit Hilfe der Probendicke, in die Dichte ρ umrechnen. Das Dichte-
Bild der Probe wird dann, analog der Erstellung des Median-Bildes, als kontrastreiche









Ein ganz betra¨chtlicher Teil dieser Arbeit umfasste – wa¨hrend und vor allem nach
der Installation der Nanosonde – die Optimierung der Leistungsmerkmale und der
experimentellen und analytischen Parameter. Darunter za¨hlten die Verbesserung der
Ladungsmessung, die Erga¨nzung der Messanordnung durch Detektoren zur Wasser-
stoffbestimmung in du¨nnen Proben sowie die Erstellung von Computerprogrammen
zur erga¨nzenden Datenauswertung.
Neben der Weiterentwicklung der Anlage unter analytischen Gesichtspunkten war
die Verbesserung der Auflo¨sung ein wesentliches Ziel. In Abb. 5.1 ist links das erste an
Lipsion aufgenommene Bild zu sehen (Sekunda¨relektronen-Bild, 106µm×74µm). Das
Bild zeigt ein 2000-Mesh-Kupfergitter (12,7µm Stegabstand) mit einer Auflo¨sung von
etwa 3µm. Im Vergleich dazu ist rechts ein Bild dargestellt, aufgenommen etwa andert-
halb Jahre spa¨ter (80µm× 80µm). Die Auflo¨sung liegt bei diesem Bild unter 700 nm.
Die Verbesserungen wurden durch eine optimale Justierung der Linsenanordnung und
durch Verminderung a¨ußerer Einflu¨sse auf den Ionenstrahl erreicht.
Erste Aufnahme an (5. August 1998)Lipsion
Abb. 5.1: Links: erste Aufnahme eines Kupfer-Gitters (SE-Bild, 106µm × 74µm) an der Nanosonde
vom 5. August 1998, wenige Tage nach der Installation; rechts: Aufnahme mit verbesserter Auflo¨sung
etwa anderthalb Jahre spa¨ter, 80µm× 80µm.
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5.1 Bildverzerrungen
Das Auflo¨sungsvermo¨gen einer Ionensonde wird im Allgemeinen mit dem Strahldurch-
messer (Halbwertsbreite des Gaußfo¨rmigen Intensita¨tsprofils) angegeben. Diese Anga-
be ist gerechtfertigt, solange der Fehler der Strahlpositionierung klein gegenu¨ber dem
Strahldurchmesser ist. Ist der Fehler jedoch gro¨ßer als der Strahldurchmesser, kommt
es bei der Bildentstehung zu Sto¨rungen, die je nach Rastermodus zur Unscha¨rfe oder
zu Verzerrungen im Bild fu¨hren. Daher erfordert die Aufnahme zweidimensionaler Bil-
der der Probe die exakte Information der Position des Ionenstrahls. Das stellt große
Anforderungen sowohl an die Steuerung der Position (elektronische Vorgabe) als auch
an die Genauigkeit der Positionierung (elektromagnetische Umsetzung).
Wa¨hrend der Sto¨reinfluss auf die Bildqualita¨t in der elektronischen Vorgabe (elek-
tronisches Rauschen bei kleinen Versta¨rkungen im Murray-Stromversta¨rker) nur einen
geringen Beitrag leistet, sind Einflu¨sse durch vera¨nderliche Magnetfelder kritisch und
im hochauflo¨senden Modus (STIM) bisher auflo¨sungsbeschra¨nkend.
Es wurden zwei Ursachen sto¨render, vera¨nderlicher Magnetfelder ausgemacht. Zum
einen entstehen sekunda¨re magnetische Wechselfelder bei hohen Rastergeschwindigkei-
ten. Und zum anderen variieren externe magnetische Felder von in Laborna¨he befind-
lichen elektrischen Anlagen.
5.1.1 Sto¨rungen durch Wirbelstro¨me beim Rastern
Der Ionenstrahl wird zum Rastern mit Hilfe elektromagnetischer Felder abgelenkt (Ab-
schnitt 3.3.3). Wa¨hrend des Rasterns vera¨ndern sich die in den Ablenkspulen erzeugten
Magnetfelder und kehren auch ihre Richtung um. Dadurch werden auf dem aus Alumi-
nium bestehenden Strahlrohr, das von den Ablenkspulen umgeben ist, Wirbelstro¨me
erzeugende Spannungen induziert. Sie sind nach dem Lenzschen Regel so gerichtet,
dass sie ihrer Ursache entgegenwirken, also ein sekunda¨res Magnetfeld aufbauen, das
das Magnetfeld der Ablenkspulen schwa¨cht und somit die korrekte Auslenkung re-
tardiert. Der Istwert der Position des Ionenstrahls auf der Probe stimmt nicht mehr
mit dem Sollwert u¨berein. Dabei spielt, entsprechend dem Induktionsgesetz, nicht die
Gro¨ße des Rastermagnetfeldes (Gro¨ße des Rasters) eine Rolle, sondern die zeitliche
Vera¨nderung, also die Rastergeschwindigkeit.
In Abbildung 5.2 sind anhand von Sekunda¨relektronen-Abbildungen eines Kupfer-
Gitters die Auswirkungen der Rastergeschwindigkeit auf die Bildqualita¨t (Unscha¨rfe
und Verzerrung) dargestellt. Im rechten Bild sieht man die zeilenweise Versetzung nach
rechts und links aufgrund der Retardation. La¨uft der Strahl von links nach rechts,
entsteht eine Rechtsverschiebung der Bildzeile gegenu¨ber dem Objekt und entsprechend
entsteht eine Linksverschiebung in Gegenrichtung.
Unter der Annahme, die Verschiebung ∆s ist der auf dem Strahlrohr induzierten
Spannung UI proportional, leitet sich u¨ber deren Proportionalita¨t zur zeitlichen A¨nde-
rung der magnetischen Flussdichte dB
dt
und nach Gl. 3.5 zur A¨nderung der Auslenkung
ds
dt
die Proportionalita¨t der Verschiebung ∆s zur Rastergeschwindigkeit v her.



















Abb. 5.2: Sekunda¨relektronen-Abbildungen (25µm × 25µm) eines Kupfer-Gitters. Auswirkung der
Rastergeschwindigkeit vx/y auf die Strahlposition. Je gro¨ßer die Geschwindigkeit, um so gro¨ßer die
Retardation des Strahls gegenu¨ber der elektronisch vorgegebenen und damit von der Datenaufnahme
verarbeiteten Position. Die ersten drei Bilder sind mit diagonal gerastertem Strahl, das Bild ganz
rechts ist mit zeilenweise gerastertem Strahl aufgenommen worden.
Im rechten Bild der Abbildung 5.2 betra¨gt die Verschiebung bei einer Rasterge-
schwindigkeit in X-Richtung von vx = 9675
µm
s
8 Pixel (Differenz zwischen zwei Zeilen,
d.h. linksgerichteter und rechtsgerichteter Verschiebung: 16 Pixel). Mit der Zeilengro¨ße
von 127 Pixel u¨ber 25µm ergibt sich eine Verschiebung um ∆s = 1,57µm. Daraus
la¨sst sich eine quantitative Beschreibung der Verschiebung in Abha¨ngigkeit von der
Rastergeschwindigkeit ableiten.
∆s = tr · v (5.2)
Der Proportionalita¨tsfaktor tr hat die Dimension einer Zeit. Er kann als Retardations-
zeit angesehen werden, um die der Ionenstrahl verspa¨tet an die elektronisch verarbeitete
Position auf der Probe (Sollwert) gelangt. Die Retardationszeit tr ist ein Maß fu¨r die In-
duktivita¨t des Strahlrohrs und damit eine intrinsische Eigenschaft des Ablenksystems.
Aus den oben angegebenen Werten ergibt sie sich zu tr = 1,63·10−4 s.
Die Konsequenzen fu¨r die Rastergeschwindigkeit im hochauflo¨senden Modus (Strahl-
durchmesser kleiner 100 nm) lassen sich leicht abscha¨tzen. Fu¨r eine maximale Verschie-
bung von ∆s = 10 nm darf die Rastergeschwindigkeit v = 61 µm
s
nicht u¨bersteigen.
Konstruktive A¨nderungen ko¨nnen die Retardationszeit durch Vermeidung oder Ein-
schra¨nkung der Wirbelstro¨me verringern. Jedoch kann die Verwendung eines nichtlei-
tenden Materials fu¨r das Strahlrohr im Innern zu sto¨renden Aufladungserscheinungen
fu¨hren. Deshalb ist eine du¨nne, leitende Schicht im Innern des Rohres zum Ableiten
der Ladungen erforderlich.
5.1.2 Sto¨rungen durch vera¨nderliche externe Magnetfelder
Durch die Wahl kleiner Rastergeschwindigkeiten konnten jedoch nicht alle Bildver-
zerrungen eliminiert werden. Zusa¨tzlich trat eine unerwartet geringe Auflo¨sung im
hochauflo¨senden Modus (STIM-Messung) bei diagonaler Rasterung des Ionenstrahls
auf, wa¨hrend bei zeilenweiser Rasterung unregelma¨ßige Bildverschmierungen bei guter
Auflo¨sung beobachtet wurden. Die Ursache liegt in der Instabilita¨t der Strahlposition.
Deren Messungen zeigten ein erratisches Verhalten (Abb. 5.3). Die sto¨renden Ablen-
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kungen des Ionenstrahls haben eine Vorzugsrichtung in etwa 45◦ zur Horizontalen.
Das Trennen der Ablenkspulen vom Stromversta¨rker a¨nderte nichts an diesem Verhal-
ten. Daher ko¨nnen elektrische Ursachen in der Anlage fu¨r die Positionsvera¨nderungen
ausgeschlossen werden. Die fehlende Periodizita¨t und das permanente Auftreten der
Sto¨rungen la¨sst auf externe Magnetfelder komplexer Quellen schließen.











Abb. 5.3: Variation der Strahl-
position aufgrund externer Ma-
gnetfelder. STIM-Messung am
Gitter bei ausgeschalteter Ra-
sterung nahe der Kante eines
Stegs. Zeitweise driftet der Strahl
auf den Gittersteg. Schwarz: Si-
gnal ungebremster Transmission
(Loch), rot: Signal gebremster
Transmission (Gittersteg).
Externe Magnetfelder beeinflussen den Ionenstrahl in seiner Bahn und damit die
Position des Fokus’ auf der Probe. Solange die Magnetfelder konstant sind oder im
Vergleich zur Dauer einer Messung nur langsam vera¨nderlich sind, treten keine Bildver-
zerrungen auf, die durch Positionierungsfehler des Ionenstrahls hervorgerufen werden.
Offenbar ist die Sonde einer Vielzahl vera¨nderlicher Magnetfelder ausgesetzt. Das
Einwirken magnetischer Felder u¨ber die gesamte La¨nger (lmag ∼ 8 m) kann entspre-
chend Gleichung 3.5 zu sehr großen Positionsvera¨nderungen des Ionenstrahls und somit
zu Intensita¨tsschwankungen (Ausblenden an der Aperturblende) und zu großen Posi-
tionierungsfehlern fu¨hren. Daher sind vor allem die Strahlrohre zwischen den Blenden
und den separierten Quadrupolen mit Mumetallr, einer antimagnetischen Schutzlegie-
rung, ummantelt. Jedoch verbleiben Stellen (Linsen, Ventil, Kreuzstu¨cke), an denen
keine Abschirmung angebracht wurde. Die externen Magnetfelder wirken besonders an
diesen Stellen und verschieben die Strahlposition. Der gro¨ßte Einfluss la¨sst sich am
letzten Linsenpaar (Quadrupole Q3 und Q4) ausmachen.
Durch Erweiterung der Abschirmung an einigen, bisher nicht abgeschirmten Stellen
(zwei-, stellenweise vierfache Schicht 0,125 mm Mumetallr), konnte die Sto¨rung erheb-
lich reduziert werden. Abbildung 5.4 zeigt die Wirkung der verbesserten Abschirmung.
Vor der Verbesserung (links: STIM am 2000-Mesh-Gitter, horizontal gerastert) betra¨gt
die Positionsverschiebungen etwa ∆sext = ±700 nm (in horizontaler Projektion), nach
der erweiterten Abschirmung (rechts: SE an Teststruktur, vertikale Rasterung) betra¨gt
sie etwa ∆sext = ±150 nm (in vertikaler Projektion).
Die Quellen der externen magnetischen Felder sind noch nicht zweifelsfrei gekla¨rt.
Sowohl Transformatoren im angrenzenden Raum als auch die nahe gelegene Stra-
ßenbahn ko¨nnen die vera¨nderlichen Felder erzeugen. Die Transformatoren versorgen
drei Einrichtungen mit Energie (Physikgeba¨ude, Technikum Analytikum und Botani-
scher Garten). Ausgleichstro¨me zu den Erdungsplatten beim Potentialausgleich ko¨nnen
die sto¨renden Magnetfelder erzeugen. Ebenso erzeugen Stro¨me in den Oberleitungen
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Abb. 5.4: Einflu¨sse externer Magnetfelder auf die Strahlposition (Protonen, links: 2,25 MeV, rechts:
2 MeV). Die Variation in der Strahlposition ∆sext ist weiß nachgezeichnet (horizontale bzw. vertikale
Projektion). Links: geringe Abschirmung, 2000-Mesh-Gitter, horizontale Strahlfu¨hrung mit vy = 31
nm
s
(Zeitskale von oben nach unten etwa 700 s), rechts: versta¨rkte Abschirmung, vertikale Strahlfu¨hrung
vx = 20
nm
s (Zeitskale von links nach rechts etwa 100 s), Test-Struktur mit horizontalen Linien mit
400 nm-Periode [Spe01] (Beachte: Faktor 10 kleinerer Rasterbereich als im linken Bild).
und Schienen der Straßenbahn und daraus resultierende vagabundierende Erdstro¨me
vera¨nderliche Magnetfelder im Bereich von etwa 1µT [LfU97].
Aus dem Wert fu¨r die Verschiebung ∆sext = ±700 nm (Abb. 5.4 links) bei Pro-
tonen der Energie 2 MeV la¨sst sich die Gro¨ßenordnung der Vera¨nderung ∆B des ex-
ternen Magnetfeldes bestimmen. Der Einfachheit halber wird angenommen, die Ein-
wirkungsstrecke liege innerhalb des letzten Linsenpaares (lmag = 0,33 m) im Abstand
dSP = 0,33 m zur Probe. Daraus ergibt sich nach Gleichung (3.5) eine die Sto¨rung
verursachende A¨nderung der magnetischen Flussdichte um ∆B = 1,4µT.
Ein stromdurchflossener Leiter erzeugt im Abstand r ein Magnetfeld der Flussdichte
B, das nach der Gleichung
B =
µ0 · I




berechnet werden kann. Ein Ausgleichstrom von I = 35 A im Abstand r = 5 m (Trans-
formator) wu¨rde das oben abgescha¨tzte Magnetfeld erzeugen. Gleiches gilt fu¨r einen
Netzstrom von I = 350 A durch die 50 m entfernte Straßenbahnoberleitung.
Diese Werte liegen in den zu erwartenden Gro¨ßenordnungen [Kie98]. Damit sind
sowohl der Transformator als auch die Straßenbahntrasse wahrscheinliche Verursacher
der vera¨nderlichen externen Magnetfelder. Ein vollsta¨ndiges Abschirmen dieser Felder
ist fu¨r die maximale Leistungsfa¨higkeit der Sonde erforderlich.
Weitere Versuche, die Magnetfelder durch Mumetallr-Lagen im Bereich vor dem
dritten Quadrupol abzuschirmen, zeigten wegen der baulich sehr komplizierten Anord-
nung keine Verbesserungen. Um dennoch den Einfluss der Felder zu minimieren, ist
der Aufbau einer aktiven Magnetfeldkompensation geplant. Drei in den Raumrichtun-
gen angeordnete Magnetfeldsensoren messen das vera¨nderliche Magnetfeld im Bereich
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der gro¨ßten Sto¨reinwirkung und steuern große Kompensationsspulen, die die sto¨ren-
den A¨nderungen ausgleichen. Erste Testmessungen der Magnetfelda¨nderungen wurden










































Abb. 5.5: Zeitliche A¨nderung der magnetischen Flussdichte (drei Raumrichtungen) im Lipsion-Labor.
Die erratischen A¨nderungen in Z-Richtung liegen im Bereich von ∆B ∼ 1µT, in der X- und Y-Richtung




Die in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen am femoralen und tibialen Ge-
lenkknorpel setzt eine Pra¨paration voraus, die eine Zerlegung des Gelenkes und der
Knorpelschicht notwendig macht. Die Untersuchungen ko¨nnen also nicht am lebenden
Objekt durchgefu¨hrt werden. Daher erfordert die Beschaffung der Proben geeignete
Organspender. Zuchtschweine eignen sich aufgrund der unkomplizierten und schnellen
Verfu¨gbarkeit des Kniegelenkes nach der Schlachtung dafu¨r besonders gut. Die A¨hn-
lichkeit dieses tierischen Knorpels mit humanem Knorpel ist dabei von Vorteil. Somit
sind die Ergebnisse der Untersuchungen am Schweineknorpel zum Grundversta¨ndnis
u¨ber Aufbau und Funktionsweise der Gelenkknorpel auch fu¨r die klinische Forschung
wichtig.
Gelenkknorpel ist in seiner Beschaffenheit ein hoch hydratisiertes biologisches Ge-
webe, das in seiner natu¨rlichen Umgebung (Gelenkkapsel) nicht jeder analytischen Me-
thode zuga¨nglich ist. Die Magnetresonanztomographie ist vom Prinzip her eine nicht
invasive und nicht destruktive Methode, jedoch ist die technische Machbarkeit der hoch-
auflo¨senden Magnetresonanztomographie (NMR-Mikroskopie) bisher noch auf kleine
Probengro¨ßen beschra¨nkt, so dass fu¨r die Untersuchungen aus den knorpelbedeckten
Gelenkfla¨chen Stanzzylinder gewonnen werden mussten. Die Extraktion der Stanzzy-
linder sichert dennoch aufgrund des zeitlich kurzen Abstandes zwischen dem Zustand
lebenden Gewebes und der NMR-Untersuchung nahezu den Status
”
in vivo“ des Knor-
pels. Die NMR-Untersuchungen liefern also ein unverfa¨lschtes Bild des natu¨rlichen
Zustands des Knorpels. Dieses Bild dient als Referenzbild fu¨r die Untersuchungen der
Elementverteilung und der inneren Strukturen im Knorpel.
Fu¨r die Analyse der Elementverteilung und der inneren Struktur mittels ionenstrahl-
analytischen Methoden bedarf es aber einer weitergehenden Pra¨paration. Zum einen
muss die Stelle, an der die Analyse durchgefu¨hrt werden soll, freipra¨pariert werden
und zum anderen muss der hydratisierte Knorpel getrocknet werden, um die Analy-
se im Vakuum durchfu¨hren zu ko¨nnen. Alle Pra¨parationsschritte sollen dabei einen
mo¨glichst geringen Einfluss auf die zu untersuchenden Elementgehalte und Strukturen
ausu¨ben. Die Diffusion von Ionen und die Vera¨nderung der strukturellen Integrita¨t im
Knorpel mu¨ssen durch die Pra¨paration verhindert werden. Hier bieten sich die Erfah-
rungen aus der Probenpra¨paration fu¨r die Elektronenmikroskopie an. Durch schnelles
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Einfrieren (Schockfrieren oder Kryofixation) der Proben ko¨nnen Deformierungen und
Vera¨nderungen in der Elementverteilung verringert werden.
Des weiteren kann der Belastungszustand im Gelenk durch Aufeinanderpressen der
Stanzzylinder aus Femur und Tibia nachgestellt werden. Wird die Probe in diesem Zu-
stand schockgefroren bleibt der Belastungszustand erhalten. Dadurch wird es mo¨glich,
die Elementverteilungen im Knorpel sowohl im unbelasteten als auch im belasteten
Zustand zu erhalten.
Das Anfertigen von Schnitten, die den Querschnitt des Knorpels zeigen, erfolgt
noch im gefrorenen, hydratisierten Zustand des Knorpels. Dazu dient ein Kryomikro-
tom, mit dem bei −25◦C Schnitte von bis zu 30µm Dicke angefertigt wurden. Das
fu¨r die Ionenstrahlanalyse notwendige Trocknen der Knorpelschnitte wurde mittels ei-
ner Gefriertrocknungsanlage durchgefu¨hrt. Die Abbildung 6.1 gibt eine schematische
U¨bersicht u¨ber die einzelnen Schritte der Pra¨paration.
Schlachtung und
Bereitstellung des Knies
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Abb. 6.1: Ablauf der Vorbereitungs- und Pra¨parationsschritte zur Ionenstrahlanalyse. Grau darge-
stellte Pra¨parationsschritte fu¨hrten zu Probendeformierungen.
6.1 Herkunft und Auswahl der Knorpelproben
Alle in dieser Arbeit untersuchten Knorpelproben wurden vom Kniegelenk des Haus-
schweins entnommen. Die Tiere hatten ein Alter von 8–12 Monaten, galten also als
Jungtiere. Im Vergleich dazu wurde eine Knorpelprobe von einem drei Jahre alten
Schwein pra¨pariert. Die Tiere stammten aus verschiedenen Zuchtbetrieben der Leip-
ziger Umgebung (Sanita¨tsschlachterei Wernicke, Schkeuditz und privater artgerechter
Tierhaltung).
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Fu¨r die Extraktion der Knorpelproben in Form von Zylindern (senkrecht zur Knor-
peloberfla¨che) wurden die femoralen und tibialen Kondylen (medial als auch lateral)
beider Kniegelenke ausgewa¨hlt. Dabei wurde augenscheinlich darauf geachtet, nur Pro-
ben ohne La¨sionen der Knorpeloberfla¨chen zu verwenden. Fu¨r die Untersuchungen am
belasteten Knorpel wurden Stanzzylinder aus den sich im Kniegelenk gegenu¨berste-





















Abb. 6.2: Schema der Schnittebenen durch das Kniegelenk. Aus den medialen und lateralen Epi-
physen des Femurs und der Tibia (Hauptbelastungszonen) wurden die Knorpelproben in Form von
Stanzzylindern gewonnen.
Die Bereiche der Kondylen entsprechen den Hauptbelastungszonen im Kniegelenk.
In diesen Bereichen wird der Beginn fru¨her altersbedingter oder arthrotischer Vera¨nde-
rungen in der Knorpelmatrix erwartet. Dabei war der Unterschied im NMR-Erschei-
nungsbild des Knorpels zwischen Schweinen aus konventioneller und artgerechter Hal-
tung nicht Gegenstand der in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen. Vielmehr
wurde bei den NMR-Untersuchungen auf das Vorhandensein hypointenser Zonen in
der T2-gewichteten Aufnahme geachtet. Traten solche Zonen im Knorpel auf, wurde
als Referenz eine Serie von NMR-Schnittbildern aufgenommen.
6.2 Visualisierung anisotroper Knorpelstrukturen
Die Charakterisierung der Proben hinsichtlich anisotroper Knorpelstrukturen wur-
de am Institut fu¨r Medizinische Physik und Biophysik der Universita¨t Leipzig von
Gru¨nder und Mitarbeitern durchgefu¨hrt [Gru¨98].
6.2.1 Winkelabha¨ngige NMR-Mikroskopie
Die NMR-Untersuchungen erfolgten an einem BRUKER Spektrometer des Typs AMX
300. Das Spektrometer arbeitet mit einer magnetischen Flussdichte von 7 T. Fu¨r hoch-
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auflo¨sende Messungen ist das Spektrometer mit einer Mikroskopievorrichtung ausge-
stattet. Zur Erla¨uterung der physikalischen und technischen Grundlagen der Magnet-
resonanztomographie sei an dieser Stelle auf die Literatur verwiesen. Beschreibungen
und erla¨uterte Anwendungen finden sich zum Beispiel bei Reiser, Roth oder Lissner
[Rei92, Rot84, Lis90].
Zur Visualisierung anisotroper innerer Strukturen wurde die
”
Magische-Winkel“-
Technik angewandt [Gru¨98]. Dabei wird im T2-gewichteten Spinecho-Bild die Abha¨n-
gigkeit der Signalintensita¨t von der Ausrichtung des gekoppelten Zwei-Spin-System
(Proton-Proton des Wassers) im statischen Magnetfeld ausgenutzt. Nach Gleichung
6.1 a¨ndert sich die Signalintensita¨t mit dem Winkel Θ der Ausrichtung der Proton-
Proton-Orientierung zur Magnetfeldrichtung des Spektrometers.
I ∼ exp(−|3 cos2 Θ− 1|) (6.1)
Bei paralleler Ausrichtung erreicht das Signal ein Minimum, d.h. Zonen mit zum
Magnetfeld parallel ausgerichteten Wassermoleku¨len erscheinen dunkel (hypointens).
Bei senkrechter Ausrichtung erscheinen die Zonen ebenfalls dunkel, jedoch erreichen
sie nicht das Intensita¨tsminimum der parallelen Ausrichtung. Die Abbildung 6.3 zeigt
qualitativ die Signalintensita¨t in Abha¨ngigkeit vom Winkel Θ zwischen Wasserorientie-
rung und Orientierung des Magnetfeldes. Zonen ohne Vorzugsorientierung des Wassers
erscheinen im NMR-Bild bei gleichem Wassergehalt mit normaler Intensita¨t (∼ 100%).














Abb. 6.3: Qualitativer Verlauf
der winkelabha¨ngigen Signalin-
tensita¨t bei einem gekoppel-
ten Zwei-Spin-Systems. Θ ist
der Winkel der Proton-Proton-
Orientierung (|) des Wassermo-
leku¨ls zur Richtung des stati-
schen Magnetfeldes im NMR-
Spektrometer (im Bild vertikal
angenommen).
Die Visualisierung der anisotropen inneren Strukturen im Knorpel erfolgte bei der
T2-gewichteten NMR-Aufnahmen der Stanzzylinder mit einer Spinecho-Zeit von etwa
TE = 20 ms und einer Wiederholungszeit von etwa TR = 500 ms. Damit wurde eine
Serie von Bildern in frontaler (1–3) und sagittaler (1–4) Schnittrichtung (vgl. Abb. 6.2)
bei paralleler und
”
Magischer-Winkel“-Orientierung zum statischen Magnetfeld aufge-
nommen. Die Abbildungen hatten eine Pixelauflo¨sung von etwa 150µm × 80µm bei
einer Schichtdicke von etwa 500µm (Abb. 6.4).
Bei den untersuchten Proben zeigte sich in der histologischen Zone III des tibialen
Knorpels oft ein relativ breiter Bereich mit radialer Vorzugsrichtung. Dabei war die
Abgrenzung zur hypertrophen Zone (Zone IV) teilweise nur gering ausgepra¨gt, was auf
radiale Strukturen auch in der Zone IV hinweist. Eine tangential verlaufende Struk-
tur wurde in keiner der tibialen Knorpelproben beobachtet. Die Tangentialfaserschicht
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Abb. 6.4: NMR-Bildserie einer femoralen Knorpelprobe mit hypointenser Zone in paralleler und
”
Magischer-Winkel“-Orientierung zum Magnetfeld als Referenzaufnahme fu¨r die Ionenstrahlanaly-
se. In der oberen Bildreihe sind hypointense Zonen innerhalb der hell erscheinenden Knorpelschicht
zu erkennen, die im
”
Magischen Winkel“ (untere Bildreihe) normale Intensita¨t aufweisen.
der Knorpeloberfla¨che war aufgrund ihrer geringen Dicke (< 50µm) und des dunklen
Hintergrundes im NMR-Bild nicht zu erkennen.
Im femoralen Knorpel fanden sich Zonen mit tangentialer und radialer Vorzugs-
richtung. Wobei Bereiche mit nur radialer, nur tangentialer und Bereiche mit u¨berein-
anderliegenden Zonen tangentialer und radialer Vorzugsrichtung beobachtet wurden
(Abb. 6.5). Die Zonen der Vorzugsrichtung lassen sich auch im femoralen Knorpel der
histologischen Zone III zuordnen. Hierbei war zu beobachten, dass die Zonen mit tan-
gentialer Vorzugsrichtung deutlicher gegenu¨ber der Zone IV abgegrenzt waren, als die
Zonen radialer Vorzugsrichtung. Wie auch beim tibialen Knorpel ist die knochennahe





Abb. 6.5: NMR-Aufnahme einer
femoralen Knorpelprobe mit hy-
pointenser Zone tangentialer und
radialer Vorzugsorientierung.
Eine detaillierte Beschreibung der Verteilung radialer und tangentialer Zonen im
Kniegelenk des Schweins (Femur, Tibia und Patella) wurde von Gru¨nder und Mitar-
beitern gegeben [Gru¨00].
6.2.2 Polarisationslichtmikroskopie
Knorpel ist ein optisch anisotropes Medium. Aufgrund der den Kollagenfasern eige-
nen Eigenschaft der Doppelbrechung lassen sich mit Hilfe der Polarisationsmikroskopie
[Jah85, Rom89] die Vorzugsorientierungen des Kollagengeru¨sts im Knorpel recht gut
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nachweisen. So wurden bereits am Anfang des 20. Jahrhundert Untersuchungen am
Knorpel mit der Polarisationsmikroskopie durchgefu¨hrt [Sch01, Han05, Ben22].
Doppelbrechende Materialien, also auch Kollagenfasern, erzeugen beim Durchgang
eines Lichtbu¨ndels zwei Strahlenbu¨ndel: den ordentlichen und den außerordentlichen
Strahl; der Strahl wird also doppelt gebrochen. Dieses Pha¨nomen geht auf die Rich-
tungsabha¨ngigkeit der Lichtgeschwindigkeit und damit des Brechungsindex’ in den Ma-
terialien zuru¨ck. Außerdem sind zwei senkrecht zueinander stehende Schwingungsebe-
nen fu¨r linear polarisiertes Licht vorgegeben. Wegen der Laufzeitunterschiede kommt es
zum Gangunterschied der Lichtwellen. Mit Hilfe einer gekreuzten Polarisator-Analysa-
tor-Anordnung und dem dazwischen befindlichen doppelbrechendem, weil kollagenhal-
tigem Knorpel, ko¨nnen durch Drehung des Knorpels Anteile der polarisierten Lichtwel-
len interferieren. Bei eingestrahltem weißen Licht entstehen dann von der Orientierung
abha¨ngige charakteristische Interferenzfarben.
In Abbildung 6.6 sind polarisationsmikroskopische Aufnahmen des femoralen und
des tibialen Knorpels denen der NMR-Mikroskopie gegenu¨bergestellt. Die gut erkenn-
baren hypointensen Bereichen in der NMR-Aufnahme entsprechen in der polarisa-
tionsmikroskopischen Aufnahme den Bereichen mit Vorzugsorientierung in tangentialer







Abb. 6.6: NMR-mikroskopische und polarisationsmikroskopische Aufnahmen des femoralen und des
tibialen Knorpels zur Darstellung anisotroper Strukturen.
mikroskopische Aufnahme des femoralen Knorpels zeigt eine vorwiegend radial aus-
gerichtete Vorzugsorientierung der kollagenen Fasern in der hypertrophen Zone (Zone
IV) bis an den Kalkknorpel heran, aber eine nur sehr schwach ausgepra¨gte radiale
Orientierung in der Zone III, die ebenfalls im NMR-Bild nur schwach ausgepra¨gt ist.
Deutlich ist in der Polarisationsmikroskopie die tangentiale Orientierung in der Zone
III kurz vor dem U¨bergang zur Zone IV und im oberfla¨chennahen Bereich an der Zone
I zu erkennen.
In der polarisationsmikroskopischen Aufnahme des tibialen Knorpels ist zu erken-
nen, dass die radiale Vorzugsrichtung bis auf eine sehr du¨nne U¨bergangszone unterhalb
der Tangentialfaserschicht u¨ber einen weiten Bereich der Knorpelschicht vorzufinden
ist. Die radiale Orientierung erstreckt sich zum Teil auch u¨ber die hypertrophe Zone
bis an den Kalkknorpel.
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6.3 Pra¨paration der Knorpelproben fu¨r die Ionen-
strahlanalyse
Die Pra¨paration der Proben fu¨r die Ionenstrahlanalyse ist ein wesentliches Problem,
das sorgsam gelo¨st werden muss, um sicherzustellen, dass bei Beginn der Analyse das
Material in Zusammensetzung, Morphologie und Struktur dem originalen Zustand der
Probe weitestgehend entspricht oder zumindest die Analyseergebnisse nicht verfa¨lscht
sind.
Die Untersuchung der Elementverteilung im Gelenkknorpel mit ionenstrahlanaly-
tischen Methoden erforderte die Anfertigung von Knorpelschnitten, die das Abtasten
des Querschnittes mit dem Ionenstrahl ermo¨glichen. Durch anschließendes Trocknen
der wasserreichen Knorpelschnitte wurden diese fu¨r die Analyse im Vakuum vorberei-
tet.
6.3.1 Mikrotomie und Lufttrocknung
Die ersten Knorpelschnittpra¨parate wurden mit konventioneller Mikrotomie und ein-
facher Trocknung angefertigt. Hierzu wurden nach der NMR-Untersuchung mit Hilfe
eines Mikrotoms aus den Stanzzylindern Querschnitte des Knorpels mit einer Dicke von
100µm und 200µm angefertigt, die dann auf einem Objekttra¨ger aufgebracht wurden.
Dort trockneten die Knorpelschnitte bei Raumtemperatur innerhalb kurzer Zeit aus.
Um eine vollsta¨ndige Trocknung zu gewa¨hrleisten wurden die Objekttra¨ger mit den
Schnitten in eine Speedvac rotierend unter Unterdruck verbracht. Beim Lufttrocknen
reduzierte sich die Masse der Proben auf etwa 30 %.
Es zeigte sich jedoch, dass die Knorpelschnitte beim Trocknungsvorgang ihre Form
a¨nderten. Die am Objekttra¨ger haftende Seite behielt im wesentlichen ihre Gro¨ße
wa¨hrend der Knorpel durch den Wasser- und damit Volumenverlust schrumpfte und
sich dadurch verzog (Abb. 6.7).
Abb. 6.7: Schematische Darstel-
lung der Deformation bei Luft-
trocknung.
Daraus ergibt sich fu¨r die ortsaufgelo¨ste Ionenstrahlanalyse eine vera¨nderte Ge-
stalt der Probe: Die geometrische Probendicke entspricht nicht mehr der eingestellten
Schnittdicke, sie ist auch nicht mehr homogen und die artikulierende Fla¨che (Knor-
peloberfla¨che) kippt nach innen, das heißt der Ionenstrahl tastet sie nicht mehr im
Querschnitt, sondern teilweise in der Draufsicht ab. Deswegen muss die vera¨nderte
Form bei luftgetrockneten Knorpelproben bei der Interpretation der Messergebnisse
mit beachtet werden.
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6.3.2 Schockfrieren im mechanisch unbelasteten und belaste-
ten Zustand
Direkt nach den NMR-Untersuchungen wurden die Knorpelproben (Stanzzylinder) in
flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren, um eine eventuelle Diffusion von Ionen und das
Verformen des Knorpels aufgrund ungewollten Wasserverlusts zu verhindern.
Das Schockfrieren ermo¨glicht auch das Einfrieren des Belastungszustandes im Knor-
pel, wenn der Femur auf die Tibia gepresst wird. Dazu wurde eine Druckvorrichtung
aus Kupfer konstruiert, die die Stanzzylinder gegeneinander pressen kann und in die-
sem komprimierten Zustand zum Schockfrieren der Knorpel in flu¨ssigem Stickstoff ver-
senkt werden konnte. Als Maß fu¨r die Belastung der Knorpelproben wurde nicht der
Druck, sondern die mechanische Kompression u¨ber die am Druckkolben befestigte Mi-
krometerschraube verwendet [Rei98a]. Zum direkten Vergleich zwischen belastetem
und unbelastetem Knorpel wurde aus einem Paar Stanzzylinder (Femur und Tibia)
durch Halbierung der beiden Zylinder zwei nahezu identische Paare aus Halbzylindern
geschaffen, von denen eins in der Druckvorrichtung unter Belastung und das andere
unbelastet eingefroren wurde.
Im gefrorenen Zustand konnten die Knorpelproben auch bei −80◦C im Tiefku¨hl-
schrank gelagert werden, ohne dass eine Beeinflussung durch Abbauprozesse und Mi-
kroorganismen zu befu¨rchten wa¨re. In einer Studie zum Einfluss der Temperatur bei
der Lagerung von artikula¨rem Schweineknorpel wurden nach dreita¨giger Lagerung bei
−18◦C nur geringe strukturelle Vera¨nderungen festgestellt, die wahrscheinlich auf Pro-
zesse wa¨hrend des Einfrierens (die Probe wurde nicht schockgefroren) zuru¨ckgefu¨hrt
werden ko¨nnen [Sch95].
Beim Schockfrieren ist das Ziel, die Probe so schnell abzuku¨hlen, dass das Gewe-
bewasser beim U¨bergang in den festen Aggregatzustand keine Eiskristalle bilden kann,
wodurch Strukturen innerhalb der Probe zersto¨rt werden ko¨nnten. Je kleiner die Struk-
turen sind, desto schneller muss die Probe abgeku¨hlt werden. Die in flu¨ssigem Stick-
stoff abgeku¨hlten Knorpelzylinder hatten eine etwa 1 mm dicke Knorpelschicht. Das
ist fu¨r schnelles Schockfrieren erfahrungsgema¨ß zu dick, da Wasser ein relativ schlech-
ter Wa¨rmeleiter ist. Dazu kommt noch das sogenannte Leidenfrost-Pha¨nomen, bei
dem die Ku¨hlrate der Probe durch eine isolierende Dampfschicht um die Probe aus
kochendem Stickstoff gesenkt wird [Ech92].
Innerhalb des Knorpels werden sich also beim Schockfrieren in flu¨ssigem Stickstoff
Mikrokristalle aus Eis bilden ko¨nnen, wodurch Strukturen vera¨ndert werden ko¨nnen.
Die chemischen Bestandteile des Knorpels ko¨nnten aber der Bildung von Eiskristal-
len und damit der Strukturscha¨digung entgegenwirken. Im Knorpel kommen reich-
lich Chondroitin- und Keratansulfat vor, die wie Frostschutzmittel wirken, da sie das
Wasser stark binden und so eine Eiskristallbildung einschra¨nken oder gar verhindern.
Dennoch gilt, je kleiner die zu untersuchenden Strukturen sind, desto schneller muss
die Abku¨hlung erfolgen. Eine schnelle Abku¨hlung ohne Eiskristallbildung ist also auch
bei der Pra¨paration von Knorpelproben zur Untersuchung von kollagenen Strukturen
notwendig.
Neben dem Einfrieren der Elementverteilung und der inneren Struktur des Knor-
pels ist auch die mechanische Erstarrung fu¨r die weitere Pra¨paration von Vorteil. Im
gefrorenen Zustand lassen sich, unter Benutzung eines Kryomikrotoms, leicht Knor-
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pelschnitte, sogenannte Kryoschnitte fu¨r die Ionenstrahlanalyse anfertigen. Sie ko¨nnen
weitgehend strukturerhaltend gefriergetrocknet werden.
6.3.3 Kryomikrotomie und Gefriertrocknung
Die Knorpelschnitte fu¨r die Ionenstrahlanalyse wurden mit Hilfe eines Kryomikrotoms
(Leica Frigocut 2800E) aus den gefrorenen Stanzzylindern angefertigt. Es wurden
Schnitte mit einer Dicke von 10µm, 20µm, 25µm und 30µm in frontaler und sagittaler
Richtung (vgl. Abb. 6.2) hergestellt. Die Temperatur im Kryomikrotom wurde wa¨hrend
des Schneidvorgangs konstant auf −25◦C gehalten, um das Auftauen der Schnitte zu
verhindern.
Die Mo¨glichkeit der Verunreinigung der Knorpelschnittfla¨che durch den Eintrag von
Elementen (hauptsa¨chlich Calcium) aus dem Kalkknorpel oder dem Knochen wurde
durch das Reinigen des Messers vor jedem Schnitt und die Wahl der Schnittrichtung
eingeschra¨nkt. Die Schnittkante des Messers wurde an der Knorpelseite angesetzt und
zum Knochen hin gefu¨hrt (Abb. 6.8).
Abb. 6.8: Schra¨ge Messerfu¨hrung
beim Schneiden, um eine Ver-
unreinigung der Schnittfla¨che im
Knorpel vom Knochen her zu
verhindern.
Die Schnitte wurden auf geku¨hlte Objekttra¨ger verbracht, mit einem zweiten Ob-
jekttra¨ger abgedeckt, um das teilweise auftretende Zusammenrollen zu verhindern. An-
schließend wurden die Objekttra¨ger mit den Knorpelschnitten in einem speziellen, mit
flu¨ssigem Stickstoff geku¨hlten Beha¨lter zur Gefriertrocknungsanlage transportiert, in
der die Schnitte 24 h getrocknet wurden. Beim Gefriertrocknen reduzierte sich die Mas-
se der Knorpelproben auf etwa 27 %.
6.3.4 Probenhalterung fu¨r die Ionenstrahlanalyse
Die gefriergetrockneten Knorpelschnitte hatten eine dem Durchmesser der Stanzzylin-
der entsprechende La¨nge zwischen 10 mm und 15 mm. Ihre mechanischen Eigenschaf-
ten ko¨nnen als leicht elastisch beschrieben werden, so dass sie bei der Pra¨paration
ausreichend stabil und einfach zu handhaben waren. Das ermo¨glichte das freitragende
Aufbringen der Schnitte auf den Probentra¨gern (Abb. 6.9). Das zuna¨chst als Fixierung
verwendete leicht handhabbare Klebeband aus Aluminium erwies sich fu¨r die Knorpel-
schnitte als ungeeignet, da das Klebematerial an der Aluminiumfolie durch seine Ela-
stizita¨t ein pra¨zises Ausrichten und Straffen der Knorpelschnitte erschwerte. Deswegen
wurde dazu u¨bergegangen, einen flu¨ssigen Kohlenstoffkleber (Leit-C, Plano-GmbH) zur
Befestigung zu benutzen.
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Abb. 6.9: Fixierung der Knor-
pelschnitte freitragend auf ei-
nem Probentra¨ger mit Langloch
(5 mm × 15 mm); von oben nach
unten: 30µm, 20µm und 10µm
dicke Gefrierschnitte des femora-
len Knorpels.
Fu¨r die Knorpelschnitte wurden Probentra¨ger aus 15 mm×20 mm großen Edelstahl-
blechen angefertigt, die mit einem 5 mm×15 mm großen Langloch in der Mitte versehen
wurden. Das Loch ermo¨glichte das ungehinderte Passieren des transmittierten Ionen-
strahls zur Ladungsmessung im Faradaybecher hinter der Probe und die Detektion der
transmittierten Protonen bei STIM- und ERDA-Messungen.
Kapitel 7
Probenscha¨digung
Jede Messung sollte zum Ziel haben, die Messgro¨ße unter mo¨glichst kleiner Beeinflus-
sung des Originalzustandes zu erfassen. Nur so ko¨nnen Messungen zum Beispiel von
Konzentrationen, Element- und Masseverteilungen sinnvolle Ergebnisse liefern. Pro-
benscha¨den bei der Analyse verfa¨lschen im Allgemeinen die Ergebnisse.
Die Ionenstrahlanalyse mit leichten Ionen wie H+ oder He+ gilt im Allgemeinen als
zersto¨rungsfreie Analysemethode. Fu¨r viele Anwendungen ist das auch der Fall. Bei ei-
nigen Anwendungen jedoch sind Scha¨den durch den Ionenstrahl schwer einzuschra¨nken
oder unvermeidbar. In der Literatur sind einige Untersuchungen vero¨ffentlicht, die Aus-
wirkungen des Ionenstrahls auf, zum Großteil, organisches Material beschreiben. Dar-
unter finden sich Dokumentationen von sichtbaren Vera¨nderungen, wie Verfa¨rbung,
Aufwo¨lbung und Schrumpfung [Lla90, Wat88], Zellstrukturscha¨den, Masseverlust
und Elementverflu¨chtigung [Sea83, The90, Wat97, Mae99].
Der grundlegende physikalische Prozess bei der ionenstrahlinduzierten Probenscha¨-
digung ist der durch die energiereichen Ionen erfolgende Energieu¨bertrag auf das Pro-
benmaterial. Je gro¨ßer der Energieu¨bertrag pro Zeit- und Fla¨cheneinheit, um so gro¨ßer
ist die Scha¨digung. Ein fu¨r die Sta¨rke der Probenscha¨digung entscheidender Parameter
ist die Teilchenstromdichte des Ionenstrahls. Wa¨hrend bei der konventionellen Analyse
mit nicht fokussierten Ionenstrahlen noch moderate Stromdichten vorherrschen (z.B.
100 nA auf 1 mm2, ∼ 0,1 pA/µm2), kann bei fokussierten Ionenstrahlen der Wert um
Gro¨ßenordnungen steigen. So sind Stromdichten im Strahlfleck von etwa 100 pA/µm2
in der Ionenmikroanalyse typische Werte. Das Rastern des Strahls u¨ber die Probe und
die damit verbundene Vergro¨ßerung der bestrahlten Fla¨che fu¨hrt allerdings zu einer
geringeren effektiven Stromdichte.
Eine wichtige Rolle spielt auch die Dicke der untersuchten Proben. Ist die Probe fu¨r
die Ionen nicht zu durchdringen, so werden sie vollkommen gestoppt und geben ihre
gesamte Energie an die Probe ab. Weniger Energie wird dagegen bei du¨nneren Proben
abgegeben, wenn der Ionenstrahl sie durchdringen kann. Je du¨nner die Probe ist, umso
kleiner wird der Energieu¨bertrag und damit auch die Probenscha¨digung.
Der gro¨ßte Teil der deponierten Energie wird in der Probe in Wa¨rme umgewandelt.
Nur wenn die Energie schnell genug etwa in dem Maße abgeleitet oder abgestrahlt
werden kann, wie sie deponiert wird, so dass sich die Probentemperatur nicht wesent-
lich erho¨ht, bleibt der thermische Einfluss und damit auch eine mo¨gliche Scha¨digung
gering. Weniger gut wa¨rmeleitende Probenmaterialien erwa¨rmen sich unter Ionenbe-
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schuss und ko¨nnen hohe Temperaturen erreichen, die auch u¨ber dem Schmelzpunkt
liegen ko¨nnen [Lla90]. Eine hohe thermische Belastung der Probe kann den Verlust
einiger, sogenannter volatiler, Elemente zur Folge haben. Wasserstoff und Sauerstoff
sind besonders stark betroffen, es wird aber auch von Elementverlust bei C, N, Cl und
S berichtet [Leg80, Kir91, VL95, Mae99].
Neben thermischen Effekten treten auch Vera¨nderungen in der Probe durch Ionisa-
tion und Stoßprozesse auf, die zum Aufbrechen chemischer Bindungen fu¨hren. Das ist
hauptsa¨chlich bei Materialien der Fall, deren Kristall- oder Molekularstruktur durch
geringe Bindungsenergien gekennzeichnet sind. Dazu geho¨ren auch eine Vielzahl von
biologischen Proben. Kalzifizierte Materialien wie Muschelschalen, Knochen oder Za¨hne
sind weniger empfindlich als weiches biologisches Material wie zum Beispiel Blutgefa¨ße,
Haut, Zellen oder Knorpel.
7.1 Probenerwa¨rmung
7.1.1 Temperaturerho¨hung bei stationa¨rem Strahl
Unter der Annahme der vollsta¨ndigen Umwandlung der deponierten Energie der Io-
nen in Wa¨rmeenergie beim Durchgang durch die Probe la¨sst sich die Heizleistung




S(z) dz [PH] = A
eV
µm
µm = W (7.1)
Ein gefriergetrockneter Knorpelschnitt hat fu¨r 2 MeV Protonen ein Bremsvermo¨gen
von S ≈ 10 keV/µm. Aufgrund der geringen A¨nderung des Bremsvermo¨gens in diesem
Energiebereich kann das Integral aus Gleichung 7.1 durch das Produkt aus Brems-
vermo¨gen S und Schnittdicke d ersetzt werden. Bei einem Knorpelschnitt der Dicke
d = 30µm und einem Strom von I = 100 pA ergibt sich somit eine Heizleistung von
PH = 30µW. Ein Protonenstrahl von 1µm Durchmesser erreicht so eine Heizleistungs-
dichte von q = 1,27µW/µm3 im gefriergetrockneten Knorpel.
Dadurch kommt es zur Erwa¨rmung der Probe. Die Heizleistung des Ionenstrahls
fu¨hrt solange zur Temperaturerho¨hung, bis der mit der Temperatur steigende Wa¨rme-
verlust den Energieeintrag ausgleicht. Fu¨r den Energieverlust im Vakuum kommen die
Wa¨rmeleitung durch die Probe und die Wa¨rmestrahlung in Betracht. Die Wa¨rmelei-
stung P , die abgestrahlt werden kann, wird nach dem Stefan-Boltzmann-Gesetz
(Gl. 7.2) durch die erho¨hte Probentemperatur T1, die Umgebungstemperatur (Raum-
temperatur T2 = 293 K), den Emissionsgrad ε der Probe und durch die Gro¨ße der
abstrahlenden Fla¨che A bestimmt:
P = σεA(T 41 − T 42 ) (7.2)
mit
σ = 5,67·10−14 µW
µm2 K4
(Strahlungskonstante)
ε ≈ 0,9 bei organischen Materialien [Kuc99].
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Jedoch sind die Fla¨chen hoher Temperatur bei fokussierten Ionenstrahlen sehr ge-
ring (Gro¨ßenordnung 1µm2), so dass der Beitrag der Wa¨rmestrahlung zur Ku¨hlung
erst bei sehr hohen Temperaturen eine Rolle spielt. Lediglich 1 % der oben genannten
Heizleistung werden z.B. bei einer Probentemperatur im Strahlfleck von u¨ber 1100◦C
abgestrahlt (P = 0,3µW, A = 1,6µm2 entspricht etwa doppelter Strahlfleckgro¨ße we-
gen abstrahlender Vorder- und Ru¨ckseite). Es ist aber nicht anzunehmen, dass Tempe-
raturen dieser Gro¨ßenordnung auftreten, da sie sicherlich zum Verglu¨hen des Knorpels
fu¨hren wu¨rden. Offenbar u¨berwiegen die Prozesse der Wa¨rmeleitung durch die Probe
zum Probenhalter.
Cookson erarbeitete daraus eine theoretische Beschreibung der maximalen Tem-
peraturerho¨hung zwischen der Temperatur Tmax der Probe im Zentrum des Strahlflecks
(kreisfo¨rmig, Radius R1) und der Temperatur T2 des im Abstand R2 konzentrisch um
den Strahlfleck befindlichen Probentra¨gers, der als Wa¨rmesenke dient [Coo88]. Weite-
re Parameter sind die Heizleistungsdichte q und die Wa¨rmeleitfa¨higkeit k der Probe1:











Fu¨r die bei den Ionenstrahluntersuchungen der Knorpelschnitte geltenden geometri-
schen Bedingungen2 R2 ≈ 2500µm, R1 ≈ 0,5µm und den Parametern k = 0,1 µWµm K ,
q = 1,27µW/µm3 errechnet sich aus Gleichung 7.3 eine Temperaturerho¨hung von le-
diglich 14 K, die auch etwa dem von Cookson angegebenen Wert fu¨r du¨nne biologische
Proben entspricht.
Das erscheint in Anbetracht der beobachtbaren Vera¨nderungen an bestrahlten Pro-
ben recht moderat. Eine von Cholewa und Legge vorgeschlagene modifizierte Be-
schreibung der Temperaturerho¨hung nach Gleichung 7.3 versucht die durch die Strah-
lenwirkung vera¨nderten physikalischen Eigenschaften (Probendicke und Wa¨rmeleitfa¨-
higkeit) im bestrahlten Gebiet mit zu betrachten [Cho89]. Jedoch bleibt die Bestim-
mung der vera¨nderten Gro¨ßen ein ernsthaftes, bisher ungelo¨stes Problem. Sie errechnen
fu¨r eine zehnfach geringere Wa¨rmeleitfa¨higkeit im Strahlfleck gegenu¨ber dem unbe-
strahlten Probenmaterial nur eine Erho¨hung der Maximaltemperatur im Strahlfleck
um den Faktor 1,5 gegenu¨ber der Abscha¨tzung nach Gleichung 7.3.
Die beobachtbaren Vera¨nderungen der Proben im Strahlfleck weisen aber auf eine
gro¨ßere Scha¨digung hin, als sie eine um weniger als 50 K erho¨hte Probentemperatur zu
Folge haben ko¨nnte. Es ist daher zu vermuten, dass die Temperaturen im Strahlfleck
ho¨her sein ko¨nnen und dass auch direkte Strahlenscha¨den einen wesentlichen Beitrag
zur Scha¨digung der Proben leisten.
Untersuchungen zur Strahlenwirkung eines nicht fokussierten Ionenstrahls (1,7 MeV
Protonen, Durchmesser 300µm bzw. 200µm) an luftgetrockneten (dl = 35µm) und ge-
friergetrockneten (dg = 30µm) Knorpelschnitten zeigten bei gleichen Ladungsmengen
aber ho¨heren Stro¨men eine gro¨ßere Scha¨digung, die auf ho¨here Temperaturen im Strahl-
fleck zuru¨ckgefu¨hrt werden kann [Rei98a]. Die luftgetrockneten Proben wurden dabei
mehr gescha¨digt als die gefriergetrockneten. Sie haben wegen der etwa dreifach ho¨heren
1Die Wa¨rmeleitfa¨higkeit organischer Substanzen liegt in der Gro¨ßenordnung k ∼ 0,1 µW
µmK [Kuc99].
2Zur Abscha¨tzung seien zentralsymmetrische Bedingungen angenommen.
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Massendichte (ρ ≈ 1,5 g/cm3) auch ein gro¨ßeres Bremsvermo¨gen und unterliegen damit
auch einer gro¨ßeren Heizleistung.
Direkte Messungen der Temperatur im Strahlfleck wurden von Gloystein und
Richter mit Hilfe eines Strahlungsthermometers durchgefu¨hrt [Glo87]. Sie ermittel-
ten bei einem 10µm dicken Nucleopore-Filter (C16H14O3) eine Temperatur von 186
◦C
im Strahlfleck beim Beschuss mit 2 MeV Protonen der Stromdichte 7,4 nA/mm2. Al-
lerdings wurden die Messungen bei einem relativ großen Strahldurchmesser von 6 mm
durchgefu¨hrt, wodurch die Temperatur u¨ber eine gro¨ßere Wa¨rmeabstrahlung niedrig
gehalten wird. Im Temperaturgleichgewicht bei 186◦C (nach 15 s erreicht) werden 67 %
der eingebrachten Energie durch Wa¨rmestrahlung abgegeben.
Bei fokussierten Ionenstrahlen ist zur direkten Messung der Temperatur ein Strah-
lungsthermometer wegen der kleinen Fla¨chen aber offenbar ungeeignet. Bei einem u¨ber
eine gro¨ßere Fla¨che gerasterten Ionenstrahl ließe sich so eventuell die Temperatur der
Probe im Rasterbereich bestimmen.
7.1.2 Temperaturerho¨hung bei gerastertem Strahl
Die in einem kurzen Zeitintervall ∆t durch einen fokussierten Protonenstrahl zugefu¨hr-
te Energie wu¨rde im betroffenen Probenvolumen V zu einer erschreckend hohen Tem-
peratura¨nderung fu¨hren, die sich nach Gleichung 7.4 berechnen la¨sst. Innerhalb einer
Millisekunde ∆t = 1 ms, ergibt sich mit q = 1,27µW/s, ρ = 0,5 g/cm3 und einer









In der Realita¨t kommt es aber nicht zu solchen Temperaturerho¨hungen, da die ein-
gebrachte Energie sehr schnell an das umgebende Probenmaterial abgefu¨hrt werden
kann. Dabei ist die Effizienz des Wa¨rmeabtransports, also der mo¨gliche Wa¨rmefluss
dQ/dt direkt proportional zur Temperaturdifferenz ∆T zwischen den benachbarten
Probenbereichen, zur Wa¨rmeleitfa¨higkeit k und durchstro¨mten Fla¨che A sowie indirekt







Vor allem die kurzen Absta¨nde (l ∼ 1µm) vom Strahlfleck zu Gebieten geringerer
Temperatur sind fu¨r den schnellen Abtransport der zugefu¨hrten Wa¨rme verantwort-
lich. Durch das Rastern des Ionenstrahls u¨ber die Probe erreicht der Strahl sta¨ndig
unbestrahlte oder wieder abgeku¨hlte Stellen auf der Probe. Ein weiterer Vorteil ge-
genu¨ber einem stationa¨ren Strahl ist die verku¨rzte Verweilzeit an einer Stelle. Dadurch
verringert sich der Energieeintrag und damit auch der Temperaturanstieg der Probe
im Strahlfleck.
Computersimulationen zum Effekt geringerer Aufheizung durch das Rastern erga-
ben erst bei sehr hohen Rastergeschwindigkeiten von einigen Millimetern pro Sekunde
3Die Wa¨rmekapazita¨t von Knorpel wurde mit c = 1,5 J g−1 K−1 abgescha¨tzt, angelehnt an Litera-
turwerte fu¨r Kollagen (mit 0 % H2O) [LB].
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(Verweilzeit < 1 ms) eine nennenswerte Reduktion der Temperaturerho¨hung, ohne je-
doch eine wesentliche Entlastung zu erreichen [Coo88]. Im Gegensatz dazu berichtet
eine von Llabador und Mitarbeitern vero¨ffentlichte Studie schon bei einer Raster-
geschwindigkeit von 880µm/s im Vergleich zu 22µm/s von einer deutlich geringe-
ren Scha¨digung organischer Proben bei sonst gleichen Bedingungen (3 MeV Protonen,
Strahldurchmesser 2,5µm, Strom 300 pA, Ladung 1µC, Rastergro¨ße 340µm×340µm)
[Lla90].
Die Rastergeschwindigkeiten an Lipsion werden u¨ber die Rastergro¨ße (Pixelanzahl)
und die Frequenz (Pixel pro Sekunde) vorgegeben. Damit ist die Rastergeschwindig-
keit des Strahls (Mikrometer pro Sekunde) auch von der Gro¨ße des Rasterbereichs
abha¨ngig. Je gro¨ßer der Bereich, um so schneller die Geschwindigkeit des Strahls auf
der Probe. Fu¨r die recht großen Rasterbereiche (∼ 1 mm2) fu¨r die Untersuchungen zu
den Elementverteilungen ergaben sich Rastergeschwindigkeiten in der Gro¨ßenordnung
von Millimetern pro Sekunde. Aber auch bei den kleinen Rasterbereichen von etwa
25µm× 25µm betrugen die Rastergeschwindigkeiten mehr als 100µm/s.
7.2 Optisch sichtbare Vera¨nderungen der Probe
7.2.1 Probenverfa¨rbung
Betrachtet man auf dem Knorpel die mit dem Ionenstrahl untersuchten Bereiche, so
fa¨llt an den bestrahlten Stellen eine bra¨unlichgelbe bis schwarze Verfa¨rbung auf, die
dadurch an Karamel4, also gebrannten Zucker erinnern. Der von den mechanischen
Eigenschaften wattea¨hnliche gefriergetrocknete Knorpel verliert im bestrahlten Gebiet
auch seine Elastizita¨t und wird dadurch bru¨chig. Ein bildlicher, wenn auch nicht ganz
zutreffender Vergleich, ist das Brennen von Zuckerwatte zu Karamel.
Abbildung 7.1 zeigt die Verfa¨rbung und die Spro¨digkeit der bestrahlten Gebiete
eines gefriergetrockneten 30µm dicken Knorpelschnitts. Der linke, nicht die gesamte
Knorpeldicke umfassende Bereich (350µm× 350µm) wurde mit einem 220 pA Proto-
nenstrahl der Energie 2,25 MeV, Durchmesser 2µm mit einer Rastergeschwindigkeit
von vx = 140µm/s zeilenweise abgetastet. Die aufgebrachte Ladung betrug 1µC, das
entspricht einer Dosis5 von 5 · 1015 cm−2. Der rechte, gro¨ßere und (nach der Bestrah-
lung) bereits zerbrochene Bereich (Rastergro¨ße 750µm × 750µm) wurde mit einem
Strom von 300 pA− 400 pA diagonal (Rastergeschwindigkeit v = 3 mm/s) abgetastet.
Die akkumulierte Ladung betrug etwa 1,5µC (Dosis 2 · 1015 cm−2).
Die Wirkung des Ionenstrahls fu¨hrt wahrscheinlich zur Aufspaltung der im Knor-
pel ha¨ufig vorkommenden Polysaccharid-Ketten in Oligo-, Di- oder Monosaccharide.
Die Vera¨nderung in der La¨nge der Zuckerketten wird auch durch die gute Lo¨slichkeit
der Knorpelsubstanz im bestrahlten Gebiet unterstu¨tzt: Fu¨gt man dem untersuchten,
trockenen Knorpel Wasser zu, so scheint er seine native Form im unbestrahlten Gebiet
wiederzuerlangen, wa¨hrend sich das bestrahlte Gebiet im Wasser vollsta¨ndig auflo¨sen
kann.
4karamel [gr.-lat.-span.-fr.]: bra¨unlichgelb
5Als Dosis sei hier im Sinne von Teilchendosis die Anzahl der Inzidenzprotonen pro Fla¨che (cm−2)
bezeichnet.
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pels durch einen 2,25 MeV Pro-
tonenstrahl; weitere Parameter im
Text.
Mit zunehmender Scha¨digung geht die bra¨unlichgelbe Verfa¨rbung in bra¨unlich-
schwarze bis zur schwarzen Verfa¨rbung u¨ber. Dieses Stadium kann als Karbonisierung
betrachtet werden. Durch das Aufbrechen der organischen Verbindungen, vor allem
der C–H-Verbindungen mit entsprechendem Wasserstoffverlust, entsteht elementarer
Kohlenstoff in der Probe und dadurch die charakteristische schwarze Farbe.
Eine schwa¨rzliche Verfa¨rbung der Proben durch Deposition von Kohlenstoff aus
den im Vakuumsystem befindlichen Restgasen der O¨l-Diffusionspumpen wurde von
anderen Mikrostrahlgruppen in Betracht gezogen, aber als unwahrscheinlich bezeichnet
[Wat88]. Das Vakuumsystem am Lipsion arbeitet ohne O¨l-Diffusionspumpen. Daher
ist eine Verfa¨rbung durch externe Kohlenstoffablagerungen auszuschließen.
Aufgrund des inhomogenen Aufbaus in Zusammensetzung und Struktur der bio-
logischen Proben ha¨ngt der Grad der beobachtbaren Verfa¨rbung nicht nur von der
pro Fla¨cheneinheit aufgebrachten Ladung sondern auch von der lokalen Dichte ab. In
Bereichen hoher Dichte ist das Bremsvermo¨gen (linearer Energietransfer) gro¨ßer. Da-
durch werden die Wirkungen des Ionenstrahls ausgepra¨gter, was durch eine sta¨rkere
Verfa¨rbung sichtbar wird.
7.2.2 Probenverformung
Die Wirkung des Ionenstrahls kann neben der Verfa¨rbung auch eine Verformung der
Probe zur Folge haben. Durch Aufbrechen von Bindungen in den molekularen Struktu-
ren und durch ioneninduzierten Wasserverlust (Restwasser nach dem Trocknen) a¨ndern
sich im bestrahlten Gebiet die mechanischen Eigenschaften des Probenmaterials (zum
Beispiel Elastizita¨ts- und Kompressionsmodul). Dadurch kommt es zur A¨nderung des
internen Kra¨ftegleichgewichts und somit zur dauerhaften Verformung der Probe. Zu
besonders großen Sto¨rungen kommt es an den Randgebieten der Knorpelschnitte. Dort
gibt es kein umgebendes, unbestrahltes Material, in dem antagonistische Kra¨fte auf-
treten ko¨nnten, die der Verformung entgegen wirken (Abb. 7.2).
Es wurden auch reversible Vera¨nderungen in der Geometrie der Proben beobachtet.
An der Mikrosonde Rossendorf konnten die luftgetrockneten Knorpelproben wa¨hrend
der Untersuchungen mit dem Ionenstrahl in einem Monitor beobachtet werden. Dabei
traten im Strahlfleck lokal begrenzte und zeitlich nur kurz anhaltende Volumenver-
gro¨ßerungen auf, die vermutlich auf die lokale und tempora¨re Temperaturerho¨hung
im Strahlfleck zuru¨ckgefu¨hrt werden ko¨nnen. Fu¨r eine Abscha¨tzung der prozentualen
Volumena¨nderung ∆V/V werden die Temperaturerho¨hung ∆T und der lineare Aus-




Abb. 7.2: Einwo¨lbung am Rand
des Knorpelschnittes (Knorpelo-
berfla¨che) wa¨hrend der Bestrah-
lung mit 2,25 MeV Protonen,
1,37µC (Dosis: 7 · 1014 cm−2);
Ca-Bild (1,1 mm× 1,1 mm) eines
femoralen 30µm dicken gefrier-
getrockneten Knorpelschnittes.
lichen Material6, kann der Ausdehnungskoeffizient mit α ∼ 100 · 10−6K−1 und die
Temperaturerho¨hung mit ∆T ∼ 100 K (3 MeV Protonen, I = 400 pA) angenommen
werden. Damit ergibt sich u¨ber ∆V/V = 3α · ∆T eine relative Volumena¨nderung im
Prozentbereich, die visuell beobachtet werden kann.
Bei organischen Proben mit relativ hohem Wassergehalt ko¨nnen auch noch andere
Effekte auftreten. Wird die Probe lokal durch den Ionenstrahl sehr stark aufgeheizt
(stationa¨rer 200µm Strahl, 1,7 MeV Protonen, auf luftgetrockneten Knorpelschnit-
ten), kommt es zu einem mit der Herstellung von Popcorn vergleichbaren Verhal-
ten. Das in der Probe befindliche Wasser dehnt sich vermutlich explosionsartig aus,
wodurch das Probenmaterial aufscha¨umt. Volumenvergro¨ßerung, Dichteverminderung
und Aufwo¨lbungen im Strahlfleck sind die Folge [Rei98a].
7.3 Elementverlust
Der Einfluss des Ionenstrahls auf die Probe kann, vor allem bei biologischen Proben, zur
Vera¨nderung in der Elementzusammensetzung fu¨hren. Durch die Temperaturerho¨hung
der Probe und das Aufbrechen chemischer Bindungen ko¨nnen sich flu¨chtige Verbin-
dungen bilden, die verdampfen und somit den Elementverlust ermo¨glichen. Besonders
betroffen sind dabei die in biologischen Materialien u¨berwiegend vertretenen Elemente
H, N und O.
Kirby und Legge beobachteten beim Beschuss eines 6µm dicken gefriergetrockne-
ten Schnittes einer Rattenleber mit 3 MeV Protonen (10µm-Strahl, schnell gerastert)
den Verlust von H [Kir91]. Van Lierde und Mitarbeiter stellten einen signifikanten
Verlust an O und einen geringen Verlust an N, jedoch keinen Kohlenstoffverlust beim
Beschuss mit 2,5 MeV Protonen (250 pA, stationa¨r auf 4µm × 20µm) von gefrierge-
trockneten Schnitten aus Rinderleber fest. Die Massenfla¨chendichte von P, S, Cl und
K zeigten den entgegengesetzten Trend. Sie erho¨hten sich im Verlaufe der Protonen-
bestrahlung auf etwa 110 % bis 120 % der Anfangswerte. Nach der Bestrahlung (90
Minuten) hatte sich die Massenfla¨chendichte der Probe auf durchschnittlich 85 % des
Anfangswertes reduziert [VL95]. Ebenso beobachteten Watt und Mitarbeiter einen
Verlust von 60 % an Wasserstoff und Sauerstoff beim Rastern u¨ber eine 875µm2 große
luftgetrocknete Krebszelle, wobei allerdings die Ro¨ntgenausbeute der Elemente Na,
Mg, P, S, Cl, K, Ca, Fe, Cu und Zn sich nicht wesentlich a¨nderten [Wat97]. Der hohe
6Ausdehnungskoeffizient von Nylon (C6H11NO): α ≈ (100− 140) · 10−6 K−1 [Kuc99]
90 7 Probenscha¨digung
Verlust an H und O mit etwa der gleichen Verlustrate wurde dabei als Freisetzung von
in der Zelle verbliebenen Wassermoleku¨len interpretiert. Die zitierten Arbeiten berich-
ten u¨bereinstimmend von der Verringerung der Massenfla¨chendichte der bestrahlten
Bereiche aufgrund des Elementverlusts hauptsa¨chlich an Wasserstoff.
In Abbildung 7.3 ist die Massendichteverteilung einer Knorpelprobe im Bereich drei-
er vorhergehender Ionenstrahluntersuchungen mit 2,25 MeV Protonen gezeigt (Strom:
130 pA, Gesamtladung: 264 nC). In den bestrahlten Bereichen a), b) und c) ist eine
Verringerung der Massendichte zu erkennen. Der Vergleich zwischen den ermittelten
Werten aus ausgesuchten, struktura¨hnlichen Bereichen innerhalb und außerhalb der
Bestrahlungszonen ergaben sich um etwa 10 % (a), 47 % (b) und 17 % (c) verminderte
Massendichten. Der geringere Masseverlust bei (c) gegenu¨ber (b) verdeutlicht die hohe
Inhomogenita¨t des Knorpels im mikroskopischen Bereich (Verteilung von Zellen, Kol-
lagen, Proteoglykan). Durch den strukturell sehr verschiedenen Aufbau der intra- und





















Abb. 7.3: STIM-Aufnahme (190µm×185µm)
der Massendichteverteilung im Knorpel
(30µm dick) im Bereich dreier vorhergehen-
der Bestrahlungen mit 2,25 MeV Protonen,
Strahldurchmesser 1µm, Strom I = 130 pA:
a) 1,5·1016 cm−2, b) 6,6·1016 cm−2, c)
2,6·1017 cm−2. Konzentrisch zu c) ist noch ein
weiterer bestrahlter Bereich zu erkennen.
Durch den Massenverlust a¨ndert sich auch der Matrixeffekt fu¨r PIXE-Untersu-
chungen. Durch eine verminderte Absorption der induzierten charakteristischen Ro¨nt-
genstrahlung kommt es zur Versta¨rkung der Ro¨ntgenausbeute der Elemente P, S, Cl, K
und Ca, also zu einer scheinbaren Erho¨hung der Elementkonzentration. Die in der Lite-
ratur zum Teil vermutete Schrumpfung der Probe und damit verbundenen Konzentra-
tionserho¨hungen einzelner Elemente konnte, wie Abbildung 7.3 zeigt, nicht beobachtet
werden.
In Abbildung 7.4 sind die Vera¨nderungen der Ro¨ntgenausbeute normiert auf den
Anfangswert im Laufe der Bestrahlung, also in Abha¨ngigkeit von der aufgebrachten
Ladung, dargestellt. Es ist ein exponentieller Anstieg zu verzeichnen, der mit zuneh-
mender Ladung Q in eine Sa¨ttigung YS u¨bergeht. Diese Verhalten la¨sst sich mit einer
Exponentialfunktion entsprechend folgender Gleichung beschreiben.





Die Anpassung der Funktion an die Messwerte fu¨r unterschiedliche Dosen liefert
fu¨r die einzelnen Messungen die Parameter (Tab. 7.1). Der Parameter YS gibt den
Prozentwert an, um den sich die Impulsrate gegenu¨ber dem Anfangswert a¨ndert. Der
Parameter qc, die charakteristische Ladung, beschreibt, wie schnell, also nach welcher
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Abb. 7.4: Normierte PIXE-Ausbeute (Beginn: 100 %) von 30µm dicken Knorpel im Verlauf der Be-
strahlung mit 2,25 MeV Protonen der Stromsta¨rke 130 pA (durchgezogene Linien: Fitfunktion, Para-
meter in Tab. 7.1). Daneben sind die entsprechenden PIXE-Bilder dargestellt.
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Bei gleichem Strom I = 130 pA und gleicher Ladung Q = 264 nC wurde nur die
Gro¨ße und damit die Dosis sowie die Position des bestrahlten Bereiches vera¨ndert. Die
Kantenla¨ngen der bestrahlten Fla¨chen sind jeweils um etwa den Faktor zwei kleiner,
wodurch die Dosis um etwa den Faktor vier ansteigt. Durch den fu¨r jede Messung kon-
stant gehaltenen Strom stellt sich bei ho¨herer applizierter Dosis (kleineren bestrahlten
Fla¨chen) eine zeitlich schnellere Sa¨ttigung der Ro¨ntgenausbeuten ein. Die Werte fu¨r die
prozentuale A¨nderung, genauer Erho¨hung, gegenu¨ber den Anfangswerten liegen zwi-
schen 11 % und 25 %, also im Bereich, der mit den Beobachtungen von van Lierde
u¨bereinstimmt.
Die relativ große Streuung der Werte ist auf die inhomogene Struktur (Verha¨lt-
nis Zellanteil zu Matrixanteil) in den bestrahlten Bereichen zuru¨ckzufu¨hren. Der im
Vergleich zu den anderen Elementen S, Cl und K besonders schnelle Anstieg der Ca-
Ro¨ntgenstrahlung auf den Sa¨ttigungswert bei dem 25µm× 25µm-Rasterbereich liegt
wahrscheinlich an der lokalen Ha¨ufung des Elements in der Zelle. Offenbar geht der
Masseverlust innerhalb der Zellen schneller voran als in der extrazellula¨ren Matrix mit
hohem Wasserbindungsvermo¨gen.
I = 130 pA, Q = 264 nC S Cl K Ca
Dosis YS qc/nC YS qc/nC YS qc/nC YS qc/nC
a) 1,5·1016 cm−2 15 55 25 104 22 78 22 55
b) 6,6·1016 cm−2 11 37 16 54 15 67 11 97
c) 2,6 · 1017 cm−2 12 19 15 34 17 29 21 10
Tab. 7.1: Parameter zur Anpassung der Funktion nach Gleichung 7.6 an die in Abbildung 7.4 darge-
stellten Messwerte.
7.4 Vermeidung von Probenscha¨den
Die effektivste Verminderung der probenscha¨dlichen Einflu¨sse wird durch eine dra-
stische Reduzierung des Ionenstroms erreicht. Bei der Transmissionsionenmikroskopie
werden nur wenige Ionen (Protonen) pro Messpunkt beno¨tigt (Dosis: ∼ 1011 cm2). Da-
durch reduziert sich die Probenscha¨digung auf ein nicht mehr messbares Maß. Damit
ist STIM eine zersto¨rungsfreie Analysemethode.
Fu¨r die Untersuchungen zur Elementverteilung (PIXE, RBS, ERDA) werden jedoch
um Gro¨ßenordnungen ho¨here Dosen beno¨tigt, um eine zur Analyse ausreichende Anzahl
von Wechselwirkungsereignissen detektieren zu ko¨nnen. Es muss also ein Kompromiss
zwischen ausreichender Statistik bei der Messung und der dafu¨r beno¨tigten Ladung
gefunden werden. Je geringer die Nachweiswahrscheinlichkeit oder die Konzentration
eines Elementes sind, um so mehr Ladung wird zur Analyse beno¨tigt. Oder andersher-
um, je weniger Ladung zur Analyse verwendet wird, desto ho¨her ist die Nachweisgrenze.
Diesem Effekt kann mit der Erho¨hung der Effizienz des Detektionssystems entgegenge-
wirkt werden. Im Lipsion-Labor wird dazu gerade fu¨r PIXE-Messungen ein neuer, sehr
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effizienter facettierter Germanium-Detektor (8 Elemente GUL015-8, 100 mm2 aktive
Fla¨che) an der Nanosonde installiert.
Bei den ortsaufgelo¨sten Messungen du¨rfen sich aber die Proben nicht u¨ber das
Maß der gewu¨nschten Ortsauflo¨sung verformen, Konzentrationsverschiebungen oder
Strukturzersto¨rungen auftreten. Dazu wurden die Ladungen und Stro¨me in Abha¨ngig-
keit vom Rasterbereich, der Probendicke und den analytischen Fragestellungen an-
gepasst. Generell kann vermerkt werden, dass die fu¨r die Untersuchungen gewa¨hlten
experimentellen Parameter im Bereich der von Maetz beschriebenen Niedrigdosis-
Mikrostrahlanalyse (große Rasterfla¨chen, Strom < 250 pA, Ladung ∼ 1µC) lagen
[Mae99].
Gegenu¨ber den in der vorliegenden Arbeit u¨berwiegend durchgefu¨hrten qualitati-
ven Untersuchungen zur Elementverteilung kann bei der quantitativen Bestimmung
des Elementgehalts der Effekt des Masseverlusts eine große Rolle spielen. Deswegen
wurden bei den quantitativen Messungen eine U¨berpru¨fung des Masseverlusts mittels
STIM oder u¨ber die Kontrolle der Impulsraten der Wechselwirkungsereignisse (PIXE,
RBS, ERDA) durchgefu¨hrt. Aufgrund des großen Rasterbereichs (∼ 1 mm2) wurden
keine Elementverluste festgestellt. Abbildung 7.5 zeigt als Beispiel die Streuausbeute
zur Wasserstoffbestimmung, da Wasserstoff mit am sta¨rksten am Elementverlust be-
teiligt ist. U¨ber die gesamte Messzeit von fast zwei Stunden ist keine Verminderung
der Impulsrate und damit kein Wasserstoffverlust zu erkennen.






















Abb. 7.5: Zeitlicher Verlauf der (p,p)-Streuausbeute bei Ionenbeschuss einer 30µm dicken Knorpel-
probe u¨ber einen Bereich von 1,9 mm × 1,9 mm bei horizontaler Zeilenrasterung (2 MeV Protonen,
Strahldurchmesser 2µm, Strom 130 pA, Ladung 0,9µC, Dosis 1,6·1014 cm−2). Es ist kein Wasser-
stoffverlust wa¨hrend der Messung zu erkennen. Die Impulsrate hat, entsprechend der zeilenweisen





Zur Untersuchung der Verteilung der Elemente im Knorpel kamen fu¨r die Elemen-
te P, S, Cl, K und Ca die PIXE-Methode (Abschnitt 4.2), fu¨r die Matrixelemente
C, N, und O die Ru¨ckstreumethode (RBS, Abschnitt 4.3) und fu¨r H die Methode der
Vorwa¨rtsstreuung (ERDA, Abschnitt 4.4) zur Anwendung. Erga¨nzend zu den Element-
verteilungen wurde auch die Dichteverteilung im Knorpel mittels der STIM-Methode
(Abschnitt 4.5) untersucht.
Die Fragestellung, die dabei am Anfang im Vordergrund stand, kann wie folgt for-
muliert werden:
Lassen sich die Elementkonzentrationsverteilungen im Knorpel, speziell
die von Calcium, mit den in der hochauflo¨senden Magnetresonanz-Bildge-
bung erkennbaren Strukturen anisotroper Wasserorientierung korrelieren?
Die Elementverteilungen im tibialen und femoralen Knorpel sind eng mit dessen in-
nerer Struktur verknu¨pft. Diese innere Struktur kann die NMR-Mikroskopie anhand der
unterschiedliche Orientierung der Wassermoleku¨le mit Hilfe der
”
Magischen-Winkel“-
Technik darstellen (Abschnitt 6.2.1). Diese enge Wechselbeziehung zwischen innerer
Struktur und dem Erscheinungsbild in der NMR-Mikroskopie sowie der Elementver-
teilung kommt auch im Vergleich der Elementverteilungen mit der NMR-Mikroskopie
zum Ausdruck.
Zu den in der Einfu¨hrung (Abschnitt 1.1.2) erla¨uterten Vorstellungen eines Zusam-
menhangs des Auftretens NMR-hypointenser Zonen im Knorpel mit dem Vorkommen
von Ca2+ kann nur anhand der Verteilung des Elements Ca, jedoch ohne Aussagen
u¨ber die chemische Form, und erga¨nzend, zu den Verteilungen der anderen Elemente
im Knorpel Stellung genommen werden:
Das Element Ca zeigt in den Bereichen der NMR-hypointensen Zonen
keine den Zonen entsprechenden fla¨chigen Anreicherungen. Dieses Ergebnis
widerspricht dem Modell einer Calcium-induzierten Netzwerktransformati-
on. Generell zeigen sich aber bei den Elementverteilungen auch der anderen
Elemente P, S, Cl und K und der Matrixelemente H, C, N, O (Verteilung
der Dichte) Abha¨ngigkeiten von der NMR-sichtbaren inneren Strukturie-
rung des Knorpels.
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Obwohl in den NMR-hypointensen Zonen keine generelle Erho¨hung der Calcium-
konzentration vorgefunden wurde, wurden in 9 von 16 untersuchten Proben lokale, zum
Teil auch ausgedehnte Anreicherungen in den Bereichen mittlerer Tiefe (Zone III) des
Knorpels beobachtet. In fast allen (15 von 16 Proben) enthielt die im NMR-Bild vor
allem des femoralen Knorpels unauffa¨llige hypertrophe Zone des Knorpels den ho¨chsten
Calciumgehalt. In der Oberfla¨chenzone, der Tangentialfaserschicht, wurden bei 15 von
16 Proben Calciumanreicherungen beobachtet (Abschnitt 8.2.1).
8.1 Radiale Elementverteilung
Einen ersten U¨berblick u¨ber die Verteilung der Elemente im Kniegelenkknorpel kann
der radiale Verlauf des Elementgehalts geben. Abbildung 8.1 zeigt den qualitativen Ele-
mentverlauf u¨ber Femur und Tibia (mechanisch belasteter Zustand). Dargestellt sind
die auf die jeweiligen Mittelwerte (= 100 %) normierten Intensita¨ten der in tangentialer
Richtung (gleiche Knorpeltiefe) aufsummierten Intensita¨tsbilder. Den Elementprofilen
ist das Dichtebild (hell: hohe Dichte) der untersuchten Knorpelregion zur besseren
Orientierung mit der Darstellung der zonalen Einteilung unterlegt.
Tibia TibiaFemur Femur
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Abb. 8.1: Auf den Mittelwert normierte Profile der radialen Elementverteilung u¨ber einen Querschnitt
durch das Gelenk im belasteten Zustand (unterlegtes Bild: Dichteverteilung, hell: hohe Dichte). Im
negativen Bereich der Position befindet sich der femorale und im positiven der tibiale Knorpel; der
Gelenkspalt sitzt an Position Null. Links: RBS-Ausbeute von C, N und O sowie ERDA-Ausbeute von
H; rechts: PIXE-Ausbeute von P, S, Cl, K und Ca.
Aus dem Vergleich der Elementprofile mit dem Dichtebild wird schon der enge
Zusammenhang zwischen der Elementverteilung und den inneren Knorpelstrukturen
deutlich.
Sauerstoff und Stickstoff weisen die gleichen Verteilungen auf; innerhalb der Zonen
geringer Dichte (Zonen II und IV) ist der relative Gehalt um bis zu 20 % ho¨her und
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in den Zonen hoher Dichte (Zonen I und III) um bis zu 20 % geringer als im gesamten
Knorpeldurchschnitt.
Kohlenstoff und Wasserstoff zeigen im Vergleich zu Sauerstoff und Stickstoff einen
entgegengesetzten Verlauf, der bei Kohlenstoff weniger und bei Wasserstoff, besonders
um die femorale Zone III, noch deutlicher ausgepra¨gt ist. So variiert der relative Gehalt
an Kohlenstoff nur um etwa ±10 % (mehr in den Zonen I und III, weniger in II und IV).
Der Gehalt an Wasserstoff ist in den Zonen geringer Dichte um etwa 30 % reduziert
und in den Zonen hoher Dichte um etwa 10 % bis 20 % ho¨her als im Knorpelmittel.
Die Verteilungen der anderen Elemente (P, S, Cl, K und Ca) weisen ebenfalls ei-
ne Korrelation mit den inneren Knorpelstrukturen auf. Der Gehalt an Schwefel und
Kalium steigt von der Knorpeloberfla¨che (Zone I) mit der Tiefe im Knorpel auf das
Anderthalb- bis Zweifache an und erreicht in der hypertrophen Zone (Zone IV) sein
Maximum. In der femoralen Zone III ist eine leichte Abnahme zu verzeichnen.
Auch die Verteilung von Phosphor und Calcium zeigt gegenu¨ber der Zone II eine
Zunahme in der hypertrophen Zone auf etwa das Doppelte gefolgt von einem weiteren,
steilen Anstieg am U¨bergang zum Kalkknorpel. Bemerkenswert ist auch der hohe Ge-
halt in der Zone I. Der enge Zusammenhang zwischen den Verteilungen von Phosphor
und Calcium la¨sst als Ursache das Vorkommen von Calciumphosphaten vermuten. Je-
doch erweist sich die Korrelation bei ortsaufgelo¨sten Messungen (Abschnitt 8.2.1 und
8.2.2) nur in der Zone I (und im Kalkknorpel) als begru¨ndet.
Der Gehalt an Chlor variiert ebenfalls mit den Knorpelzonen. Er erreicht in der
hypertrophen Zone sein Minimum (50 % des Mittelwertes) und ist in den dichten Be-
reichen des Knorpels um 10 % bis 20 % erho¨ht. Im Vergleich zur Schwefelverteilung
fa¨llt in den Zonen II, III und IV das fast spiegelsymmetrische Verhalten auf (Spiegel-
ebene bei 100 %). Die Ursache scheint in der elektrostatischen Verdra¨ngung der frei
beweglichen Cl−-Ionen durch die sulfatreichen (SO−3 ), strukturbildenden Proteoglyka-
ne begru¨ndet zu liegen.
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Die NMR-mikroskopischen Aufnahmen im T2-gewichteten Bild sind Darstellungen in-
nerer Knorpelstrukturen mit anisotroper Orientierung der Wassermoleku¨le (vgl. Ab-
schnitt 6.2.1). Zur Diskussion der Ergebnisse aus den mit der Ionenstrahlanalyse ge-
messenen qualitativen Elementverteilungen wurden die Elementbilder mit dem Erschei-
nungsbild der NMR-Aufnahmen verglichen. In Abbildung 8.2 sind die Elementbilder
einer fu¨r die Elementverteilungen im Knorpel repra¨sentativen Messung den NMR-
mikroskopischen Aufnahmen gegenu¨bergestellt. Im Folgenden werden die Elementver-
teilungen im Einzelnen qualitativ diskutiert.
Um die Korrelation der Elementverteilungen mit den inneren Knorpelstrukturen
zu untersuchen genu¨gte, bedingt durch die Aufbau- und Erweiterungsphase von Lip-
sion, im ersten Ansatz die qualitative Analyse der Elementverteilungen. Studien der
Elementkonzentrationen konnten daher nicht an allen Proben durchgefu¨hrt werden.
Der Vollsta¨ndigkeit halber wird im Abschnitt 8.5 eine quantitative Bestimmung der
Elementgehalte in den einzelnen histologischen Zonen im Knorpel gegeben.











































Abb. 8.2: Repra¨sentative Elementverteilungen von P, S, Cl, K und Ca im femoralen und tibialen
Knorpel im Vergleich zur NMR-Mikroskopie. Oberer Teil: Femur, unterer Teil: Tibia. In den NMR-
Bildern sind die den Elementbildern zugeho¨rigen Gebiete markiert, Femur: 1,1 mm × 1,1 mm, Tibia:
1,2 mm× 1,2 mm.
8.2.1 Die Calciumverteilung
Wie bereits in der Einleitung erla¨utert, ist die Verteilung des Elements Calcium im
Knorpel von besonderem Interesse (Abschnitt 1.1.2). In kristalliner Form (Calciumphos-
phate) ist es fu¨r die Kalzifizierung des Knorpels verantwortlich. Beim Knochenwachs-
tum physiologisch wichtig, ist aber die pathologische oder altersbedingte Kalzifizierung
unerwu¨nscht. Neben der kristallinen Form kommt dem Calcium auch in ionischer Form
in vielfa¨ltiger Weise eine wichtige Bedeutung zu. Im Knorpel wird das Kation Ca2+
aufgrund seiner Ladung aber auch als die erwa¨hnte potentielle Sto¨rquelle vermutet
[Gru¨94].
Die Calciumverteilung im Knorpel ist durch drei wesentliche Merkmale gekenn-
zeichnet: 1) Calciumablagerung an der Knorpeloberfla¨che 2) lokale Calciumflecken 3)
erho¨hter Calciumgehalt in der hypertrophen Zone
Ca-Anreicherung an der Knorpeloberfla¨che
Bei allen untersuchten femoralen und tibialen Knorpelproben (ausgenommen der er-
sten, noch am alten Beschleuniger untersuchten Probe) wurden Calciumablagerungen
an der Knorpeloberfla¨che vorgefunden. Dieser Befund wurde auch schon in der Lite-
ratur beschrieben. Buckley und Mitarbeiter berichteten von einem calciumhaltigen
Bereich etwa 20µm unterhalb der artikulierenden Fla¨che bei ortsaufgelo¨sten Ro¨ntgen-
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fluoreszenzuntersuchungen (SFXM) an osteoarthrotischem, humanen Kniegelenkknor-
pel [Buc92].
Der Grad der Anreicherung war bei den untersuchten Proben zum Teil sehr ver-
schieden. Bei vier von 16 Proben waren die Ablagerungen in der Tangentialfaserschicht
nur gering oder auf kleinere Bereiche der artikulierenden Fla¨che beschra¨nkt. An einigen
Stellen wurden punktfo¨rmige Einlagerungen von Calcium beobachtet. Bei den anderen
Proben konnte ein deutlich (zwei- und mehrfach) erho¨hter Calciumgehalt innerhalb
der Tangentialfaserschicht festgestellt werden. Dabei fa¨llt ein Unterschied der Abla-
gerungsdichte zwischen femoralem und tibialem Knorpel auf. Die Ablagerung in der
tibialen Tangentialfaserschicht konzentriert sich eher auf ein schmales Band, wa¨hrend
im femoralen Knorpel die Tangentialfaserschicht vollsta¨ndig und gleichma¨ßiger durch
Calciumablagerungen durchzogen ist (Abb. 8.3).
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Die Ursache fu¨r die unterschiedliche Ma¨chtigkeit der Ablagerungen ko¨nnen in einem
geringfu¨gig verschiedenen Aufbau der oberen Knorpelschichten von Femur und Tibia
begru¨ndet liegen. Stellt man sich das dichte Netzwerk der Kollagenfasern in der Tan-
gentialfaserschicht als Molekularsieb vor, in dem Calciumablagerungen zuru¨ckbleiben
ko¨nnen, so zeigt die Calciumverteilung den Bereich des Calcium-
”
Cutoff-Werts“, ein
Maß fu¨r die Porengro¨ße, an. Daraus la¨sst sich vermuten, dass in der femoralen Tangen-
tialfaserschicht eine homogenere Vernetzung vorliegt, als bei der tibialen, die offenbar
nur in einem du¨nnen Bereich feinporiger vernetzt ist.
Die Frage nach der chemischen Form, in der sich das Calcium ablagert, kann mit
der herko¨mmlichen energiedispersiven Spektrometrie der charakteristischen Ro¨ntgen-
strahlung nicht beantwortet werden. Ein Hinweis auf die chemische Form kann aber
von der Verteilung des Elements Phosphor abgeleitet werden. Der Vergleich der Calci-
umverteilung mit der Phosphorverteilung (Abb. 8.8, S. 103) zeigt fu¨r beide Elemente
u¨bereinstimmende Ablagerungen in der Tangentialfaserschicht. Das gemeinsame Auf-
treten von Calcium und Phosphor in den Ablagerungen unterstu¨tzt die Annahme, dass
die Ablagerungen aus Calciumphosphaten bestehen.
Calciumphosphate ko¨nnen aber in unterschiedlicher kristalliner Form und auch
amorph vorkommen. Welche Form sich gebildet hat konnte nicht ermittelt werden.
Es kann zwar mit Hilfe des Ca/P-Verha¨ltnisses bei isomorphen Ablagerungen eine Be-
stimmung1 durchgefu¨hrt werden, aber die tatsa¨chliche Form kann nur mit Hilfe der
Ro¨ntgenbeugung u¨ber die kristalline Struktur ermittelt werden. Dazu werden aber zur
Gewa¨hrung der ra¨umlichen Auflo¨sung fokussierte Ro¨ntgenstrahlen beno¨tigt [Zˇizˇ00].
1Dazu werden Messungen zum Ca/P-Verha¨ltnis an Calciumphosphat-Standards beno¨tigt [Lan79],
die im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefu¨hrt wurden.
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Eine Studie zur Charakterisierung der Calciumphosphate im Knorpel wurde an der
femoralen Kalzifizierungszone eines Mausembryos durchgefu¨hrt [Rok98]. Die Untersu-
chungen ergaben Hydroxylapatit (HAP-Ca10(PO4)6(OH)2) als hauptsa¨chliches Calci-
umphosphat im mineralisierten Knorpel, wobei mit zunehmender Mineralisierungsstufe
nur der Grad der Kristallinita¨t des HAP zunahm, aber kein struktureller Phasenu¨ber-
gang auftrat. Im Gegensatz dazu wurde im Bereich gerade beginnender Kalzifizierung
das Beugungsbild amorphen Calciumphosphats beobachtet. Das bedeutet entweder 1)
die entstandenen Kristalle sind zu klein, so dass sehr breite Beugungslinien auftre-
ten, die u¨berlappen und nicht mehr vom Untergrund zu unterscheiden sind oder 2)
die Kalzifizierung beginnt mit amorphem Calciumphosphat als Pra¨zipitat. Diese letzte
Erkla¨rung wird auch durch eine Studie unterstu¨tzt, in der die Mineralisierungsrate im
Knochen mittels Elektronenmikrostrahlanalyse untersucht wurde [Wer74]. In dieser
Studie ergab die Untersuchung des Ca/P-Verha¨ltnisses einen zwei-Phasen-Prozess, eine
erste, schnelle Deposition amorphen Calciumphosphats (Ca/P= 1,35) gefolgt von ei-
ner exponentiell abfallenden (unvollsta¨ndigen) Umsetzung in Hydroxylapatit mit einem
Ca/P-Verha¨ltnis von 1,60 (theoretisches Ca/P-Verha¨ltnis fu¨r HAP: 1,67).
Hydroxylapatit ist ein schwer lo¨sliches Salz. Einmal entstanden, ist ein erneutes
Auflo¨sen nur schwer mo¨glich. Amorphes Calciumphosphat lo¨st sich schneller wieder.
Ein erneutes Auflo¨sen nach vorangegangener Ablagerung scheint bei amorphen Cal-
ciumphosphaten wahrscheinlicher. Dieses Pha¨nomen wurde bei der Untersuchung der
Elementverteilung im Knorpel unter Druckbelastung beobachtet (Abschnitt 8.4). Aus
diesen U¨berlegungen heraus kann die Vermutung gea¨ußert werden, dass beginnende,
calcium- und phosphorhaltige Ablagerungen in der Tangentialfaserschicht amorphen
Calciumphosphaten zuzuordnen sind. Eine Akkumulation der Ablagerungen wird wahr-
scheinlich auch zur Ausbildung kristalliner Formen der Calciumphosphate (z.B. HAP)
fu¨hren.
Lokale Ca-Anreicherung in der Zone III
Nicht nur an der Knorpeloberfla¨che lagert sich Calcium ab, auch innerhalb des Knorpels
wurden den Ablagerungen in der Tangentialfaserschicht a¨hnliche, punktuelle Calcium-
anreicherungen gefunden. Jedoch scheint dabei ein wesentlicher Unterschied vorzulie-
gen. Die Calciumanreicherungen werden selten von gleichartigen Phosphoranreicherun-






Abb. 8.4: Calcium- und Phos-
phorverteilung eines etwa
350µm × 350µm großen Aus-
schnitts aus der Zone III des
femoralen Knorpels. Phosphor
kommt hauptsa¨chlich in den
Zellorganellen (Mitochondrien)
vor, findet sich aber selten in den
Calciumflecken (durch Kreuze
markiert).
Bei diesen Anreicherungen handelt es sich nicht um Calciumphosphate. Aber auch
die Annahme, es ko¨nnte sich um ionisches Calcium, freies Ca2+, handeln, kann nicht
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unterstu¨tzt werden. Das Konzentrationsgefa¨lle zwischen den lokalen Anreicherungen
und der Umgebung ko¨nnte sich bei freiem Ca2+ nicht aufrechterhalten. Ein Konzen-
trationsausgleich wu¨rde im nativen Knorpel schnell durch Diffusion stattfinden.
Das Calcium innerhalb der lokalen Anreicherungen muss also in einer gebunde-
nen Form vorliegen. Jedoch konnte kein weiteres ro¨ntgenspektroskopisch sichtbares
Element den Anreicherungen zugeordnet werden. Aufgrund der im Knorpel vorkom-
menden Carbonat-Ionen ko¨nnte das Calcium in Form von Calciumcarbonat (CaCO3)
abgelagert sein. Eine weitere Mo¨glichkeit besteht in der direkten Bindung von Ca2+ an











Abb. 8.5: Calciumverteilung (1,5 mm×
1,9 mm) im femoralen und tibialen
Knorpel. Deutlich erkennbar sind die
Calciumablagerungen in der Tangenti-
alfaserschicht, lokale Anreicherungen in
der Zone III und der ho¨here Calcium-
gehalt in der Zone IV.
Die Matrixvesikel, kleine, im Extrazellula¨rraum vorkommende Gewebebeutel, spie-
len bei der Akkumulation von Calcium eine wichtige Rolle. Sie sind in der Lage,
große Mengen an Calcium aufzunehmen, daher wird ihnen eine Beteiligung an den
initialen Prozessen der Kalzifizierung zugesprochen [Hal71, App87]. Weitere Studi-
en zeigen, dass auch die Kollagene des Typ II und X der Akkumulation von Calcium
in den Matrixvesikeln fo¨rderlich sind [Kir94a, Kir94b]. Die Verbindung Kollagen–
Matrixvesikeloberfla¨che stimuliert die Aufnahme und Akkumulation von Ca2+ in die
Matrixvesikel. In Abbildung 8.5 ist zu sehen, dass die lokalen Calciumanreicherungen
innerhalb der histologischen Zone III (NMR-hypointense Zone) besonders ausgepra¨gt
sind. Wie spa¨ter noch erla¨utert wird (Abschnitt 8.3), ist in diesem Bereich der Kolla-
gengehalt ho¨her als in den Zonen II und IV.
Der ho¨here Kollagengehalt spielt offenbar fu¨r die Akkumulation des Calciums eine
wichtige Rolle. Die kollagenstimulierte Ca2+-Aufnahme kann nicht allein die fleckenhaf-
ten Calciumansammlungen erkla¨ren, da Matrixvesikel kleinere Ausmaße haben (kleiner
als 1µm). Die Calciumflecke sind wahrscheinlich auf die lokale Akkumulation kleinerer
Partikel (MV oder Mikrokristalle) zuru¨ckzufu¨hren. Die Ursachen ko¨nnen, wie schon
bei der Tangentialfaserschicht erla¨utert, im kollagenen Netzwerk begru¨ndet liegen. Es
ist mo¨glich, dass sich durch den ho¨heren Kollagengehalt die Porengro¨ße des Netzwer-
kes vermindert und somit die Ablagerung von calciumhaltigen Mikropartikeln fo¨rdert,
wodurch Calcifizierungskeime enstehen ko¨nnen.
Ca-Anreicherung in der hypertrophen Zone
Die hypertrophe Zone (Zone IV), als letzte, unverkalkte Zone vor dem Kalkknorpel
(Zone V), zeigt im Vergleich zu den anderen Zonen (mit Ausnahme der Tangential-
faserschicht) den ho¨chsten Gehalt an Calcium mit steigender Tendenz in Richtung
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Kalkknorpel (Abb. 8.2). Dabei ist die extrazellula¨re Verteilung relativ homogen. Lo-
kale Anreicherungen wurden nur selten gefunden und ko¨nnen nicht als typisch fu¨r die
hypertrophe Zone bezeichnet werden. Das extrazellula¨re Calcium ist wohl den bereits
erwa¨hnten Matrixvesikeln zuzuordnen. Auch die Chondrozyten der hypertrophen Zone
haben einen ho¨heren Calciumgehalt als in den anderen Zonen. Innerhalb der Zellen
konzentriert sich das Calcium in den Mitochondrien [Har85].
Der U¨bergang von der unverkalkten hypertrophen Zone, mit vergleichsweise geringer
Calciumkonzentration, zum Kalkknorpel mit erheblich mehr Calcium vollzieht sich an
einer sehr scharf abgrenzbaren Linie, der Tidemark. Nur in ihrer unmittelbaren Na¨he





der hypertrophen Zone (oben)
zum Kalkknorpel. Die gepunk-
tete Linie zeigt den Verlauf
der Tidemark, die Grenze zum
verkalkten Knorpel.
8.2.2 Die Phosphorverteilung
Fu¨r den Knorpel spielt das Element Phosphor in zweierlei Hinsicht eine wichtige Rol-
le. Zum einen ist es fu¨r die Zellen ein wichtiger Bestandteil; als Phospholipid bildet
es die Zellmembran und in Form von Adenosintriphosphat (ATP) dient es als wich-
tigster Energiespeicher in der Zelle. Zum anderen bildet es mit Calcium verschiedene
Calciumphosphate, feste fu¨r den Knochenbau wichtige Kristalle.
Im nicht verkalkten Knorpel kommt Phosphor in u¨berwiegender Menge in den Zellen
vor. Abbildung 8.7 zeigt die Phosphorverteilung im Zusammenhang mit der im Dich-
tebild gut erkennbaren Zellverteilung in einem etwa 80µm× 80µm großen Ausschnitt
aus der Proliferationszone des tibialen Knorpels. Innerhalb der Zellen sind Strukturen
erkennbar, in denen sich der Phosphor konzentriert. Da Mitochondrien die beim oxida-
tiven Abbau von Na¨hrstoffen frei werdende Energie in Form des phosphatreichen ATP
speichern, ist die Phosphorverteilung innerhalb der Zelle wahrscheinlich ein Abbild der






Abb. 8.7: Phosphor- und Dich-
teverteilung eines etwa 80µm ×
80µm großen Ausschnitts aus
der Proliferationszone des tibia-
len Knorpels (30µm dick). Phos-
phor kommt hauptsa¨chlich in
den Zellorganellen (Mitochondri-
en) vor. Die weißen Ringe mar-
kieren einige Zellho¨fe.
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In der hypertrophen Zone des Knorpels lagern sich die Zellen zu gro¨ßeren Zell-
haufen, zu sogenannten Chondronen zusammen. Dort erscheint im Bild der Phosphor-
verteilung auch eine den Chondronen entsprechende ho¨here Konzentration als in der
umgebenden Matrix (Abb. 8.2, S. 98, P-Bild). Bemerkenswert ist, dass der Phosphor
wiederum intrazellula¨rer Natur zu sein scheint. Beim Vergleich der Phosphorverteilung
in der hypertrophen Zone mit der Verteilung des Calciums ko¨nnen keine lokalen Korre-
lationen festgestellt werden, die auf eine Pra¨zipitatbildung von Calciumphosphaten im
extrazellula¨ren Raum um die Chondrone herum schließen la¨sst, wie es bei beginnender
Verkalkung vorkommt.
Neben der intrazellula¨ren Anreicherung an Phosphor gibt es im Knorpel auch ei-
ne Anreicherung in der Tangentialfaserschicht, die nicht der Zellverteilung entspricht.
Der Phosphor reichert sich hier im dichten engmaschigen Kollagennetzwerk an. Es ist
sehr wahrscheinlich, dass der Phosphor und das in der Tangentialfaserschicht eben-
falls angereicherte Calcium gemeinsam das Lo¨slichkeitsprodukt u¨berschreiten und es




















(80µm × 80µm) mit Tangen-






phor (Pfeile) und die Anreicherung innerhalb der Tangentialfaserschicht deutlich. Die
Tangentialfaserschicht des femoralen Knorpels ist im Wesentlichen durch eine homo-
gene Anreicherung gekennzeichnet, wobei zwei benachbarte lokale Anreicherungen in
unmittelbarer Na¨he zur artikulierenden Fla¨che auffallen. Die etwas zerfasert oder auf-
geraut erscheinende Tangentialfaserschicht des tibialen Knorpels zeigt im Gegensatz
zum femoralen Knorpel eine du¨nnere, aber intensivere Anreicherung. Der enge Zusam-
menhang mit der in Abschnitt 8.2.1 erla¨uterten Calciumverteilung an gleicher Stelle
(Abb. 8.3, S. 99) unterstu¨tzt die Vermutung der Ablagerung von Calciumphosphaten
in der Tangentialfaserschicht.
8.2.3 Die Schwefelverteilung
Wie in Abschnitt 2.1.4 bereits erla¨utert, ist das Element Schwefel in Form von Sulfat
SO−3 in den Glykosaminoglykanen des Chondroitin (C14H19O14NS) und Keratansulfats
(C14H22O13NS) wichtiger Bestandteil der Proteoglykane (PG). Die glykosaminoglykan-
haltigen Proteoglykane sind ein Hauptbestandteil der Knorpelmatrix. Deshalb kann die
Schwefelverteilung als Proteoglykanverteilung gewertet werden.
Der Gehalt an Schwefel und damit der an Proteoglykanen ist im Knorpel nicht kon-
stant (Abb. 8.2, S. 98, S-Bild). Die geringste Schwefelkonzentration findet sich in der
Tangentialfaserschicht (Zone I) und im Bereich unterhalb der artikulierenden Fla¨che
104 8 Elementverteilungen im Gelenkknorpel
in der U¨bergangszone (Zone II). Die Tangentialfaserschicht dient mit dem hohen An-
teil an Kollagenfasern und deren engen Vernetzung als Abdeckung und Abschluss der
Knorpelmatrix. Die enge Vernetzung verhindert das Eindringen der volumino¨sen Pro-
teoglykane in die Tangentialfaserschicht und sichert somit die mechanische Abgeschlos-
senheit der Knorpelmatrix. Dadurch findet sich in der Zone I im Gegensatz zum tieferen
Knorpel eine geringere Schwefelkonzentration. Das Vorhandensein von Schwefel in der
Tangentialfaserschicht muss anderen, kleineren schwefelhaltigen Proteinen (eventuell
Keratin-Filamenten) zugeordnet werden.
Mit zunehmender Tiefe in Richtung Kalkknorpel nimmt der Gehalt an Schwefel zu
und erreicht in der hypertrophen Zone (Zone IV) sein Maximum. Dabei ist bemerkens-
wert, dass im femoralen Knorpel im Bereich der NMR-hypointensen Zone der Schwefel-
gehalt etwas geringer ist als in den angrenzenden Zonen. Offenbar ist der Proteoglykan-
gehalt in diesem Bereich vermindert. Diese Schlussfolgerung wird durch Ergebnisse aus
Untersuchungen der Proteoglykanverteilung mit histochemischen Fa¨rbemethoden (Al-
zianblaufa¨rbung) im Vergleich mit dem NMR-Erscheinungsbild unterstu¨tzt [Hah99].
Die Ergebnisse zeigen eine verminderte Blaufa¨rbung in der NMR-hypointensen Zone,
die als geringere Anfa¨rbbarkeit des PG und nicht als PG-Verlust interpretiert wur-
de. Als Ursache der geringeren Anfa¨rbbarkeit wurde das Blockieren der anionischen
Bindungsstellen fu¨r den Farbstoff durch die Anwesenheit von Calcium-Ionen vermutet.
Der geringere Schwefelgehalt deutet aber auf eine geringere PG-Dichte hin. Ein wei-
teres Indiz fu¨r die verminderte PG-Dichte sind die Ergebnisse der Massendichtevertei-
lung im Knorpel. Die ho¨here Massenkonzentration in den Bereichen NMR-hypointenser
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Die hypertrophe Zone ist der Bereich des gro¨ßten Gehalts an Schwefel und damit
verbunden der an Proteoglykan im Knorpel. Der hohe PG-Gehalt scheint aber nicht
nur eine Folge erho¨hter PG-Produktion zu sein, sondern ko¨nnte im engeren Zusam-
menhang mit dem ebenfalls hohen Kalium-Gehalt stehen. Studien u¨ber den Einfluss
von extrazellula¨rem Kalium auf die Synthese und Deposition von Matrixkomponenten
durch Chondrozyten in vitro ergaben eine erho¨hte Akkumulation von Glykosaminogly-
kanen (GAG) im Kalium-reichen Milieu [Dan74]. Als Ursache wurde vorrangig eine
verminderte Degradationsrate der GAG genannt.
Innerhalb des Kalkknorpels sinkt der Schwefelgehalt wieder. Abbildung 8.9 zeigt die
Schwefelverteilung im Bereich der Tidemark, die (abgeleitet von der Calciumverteilung)
durch die gepunktete Linie gekennzeichnet ist. Im Kalkknorpel wird die Knorpelma-
trix abgebaut und durch Calciumphosphate ersetzt, wodurch es zur Verminderung der
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Proteoglykane, also zur Verminderung des Schwefelgehalts kommt.
8.2.4 Die Kaliumverteilung
Kalium, ein wichtiger Elektrolyt, ist in der Form K+ als typisches intrazellula¨res Kation
(mit 30–40 mal ho¨herer Konzentration als extrazellula¨res Kalium) bekannt. Im Knorpel
verha¨lt es sich aber wegen des hohen Proteoglykangehaltes anders. Die starke negative
Ladung der PG ha¨lt im Extrazellula¨rraum eine ho¨here Kaliumkonzentration aufrecht




(80µm×80µm) im Knorpel. Der
extrazellula¨re Kaliumgehalt ist
durch die Proteoglykanmatrix
im Knorpel gro¨ßer als innerhalb
der Zellen.
Die Proteoglykanverteilung pra¨gt also im Wesentlichen die Kaliumverteilung im
Knorpel. Das wird auch aus der U¨bereinstimmung der Verteilung von Kalium mit der
des Schwefels deutlich (Abb. 8.2, S. 98, K-Bild). An der Knorpeloberfla¨che ist der
Kaliumgehalt am geringsten. Mit zunehmender Knorpeltiefe steigt mit dem Schwefel-
gehalt auch der Gehalt an Kalium an. Die enge Verknu¨pfung des Kaliums mit dem
Schwefel wird auch im Verhalten der Verteilung in der NMR-hypointensen Zone des
femoralen Knorpels deutlich. Dort kommt es wie in der Schwefelverteilung auch beim
Kaliumgehalt zu einer Verminderung.
Innerhalb der hypertrophen Zone findet sich der ho¨chste Gehalt an Kalium im
Knorpel. Dieses Verhalten, begu¨nstigt durch den hohen Proteoglykangehalt, kann aber
auch noch eine andere wichtige physiologische Bedeutung haben. In der hypertrophen
Zone werden bei der chondralen Ossifikation die Voraussetzungen fu¨r die Kalzifizierung
der Knorpelmatrix geschaffen. Dazu geho¨rt ein alkalisches Milieu, um die Aktivita¨t der
alkalischen Phosphatase zu erho¨hen [Fle61]. Studien an Rinderknorpel ergaben ein
Maximum der alkalischen Phosphatase in der hypertrophen Zone [Ali92]. Die alka-
lische Phosphatase ist ein Enzym, das organische Phosphate aus Verbindungen mit
anderen Substanzen freisetzt und seine Wirkung am besten bei einem pH-Wert von
7-8 entfaltet. Es sorgt fu¨r die Konzentrationserho¨hung von Phosphat u¨ber die Lo¨slich-
keitsgrenze, damit fa¨llt Phosphat aus und durch Anlagerung von Calcium beginnt die
Knorpelmatrix zu verkalken.
Mit dem U¨bergang von der hypertrophen Zone zum Kalkknorpel verringert sich der
Kaliumgehalt wieder (Abb. 8.11). Im Vergleich zur Abbildung 8.9 wird noch einmal
die enge Beziehung zur Schwefelverteilung sichtbar. Innerhalb der verkalkten Knorpel-
matrix liegt aufgrund der versta¨rkten Degradation von Proteoglykan nicht mehr die
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stark negativ geladene Umgebung vor, so dass die Bedingungen fu¨r eine hohe Kalium-
konzentration nicht mehr gegeben sind.
8.2.5 Die Chlorverteilung
Chlor geho¨rt zu den essentiellen Elementen. Es spielt als Elektrolyt in Form von Cl−
eine wesentliche Rolle im Sa¨ure-Base-Haushalt im Ko¨rper und dient zur Aufrechter-
haltung der Bedingungen fu¨r physiologische Prozesse. Es kommt in den Ko¨rperflu¨ssig-
keiten u¨berwiegend ionisch als Cl− vor. Der Gehalt an Chlor in der Gelenkflu¨ssigkeit
entspricht etwa dem des Serums mit 0,5 % (0,15 mol/l).
Innerhalb des Knorpels kommt es jedoch zu einer ungleichen Verteilung des Chlors.
Wa¨hrend der Wassergehalt im Knorpel den NMR-Messungen zufolge keine zonalen Un-
terschiede aufweist, zeigt die Chlorverteilung ein von der inneren Struktur abha¨ngiges
Verhalten. In der hypertrophen Zone und in der U¨bergangszone, sowohl des femoralen
als auch des tibialen Knorpels, ist der Chlorgehalt geringer als in der Zone III.
Die gegensa¨tzliche Verteilung des Chlors im Vergleich zum Schwefel la¨sst einen
Zusammenhang zwischen Chlor- und Proteoglykanverteilung vermuten, die durch die
Schwefelverteilung repra¨sentiert wird (Abb. 8.2, S. 98). Die stark negativen Ladungen
der zahlreichen SO−3 -Gruppen der Chondroitin- und Keratansulfate der Proteoglykane
erzeugen auf die negativ geladenen Cl−-Ionen repulsive Kra¨fte, so dass eine Konzen-
trationsverschiebung der Cl−-Ionen zugunsten proteoglykana¨rmerer Zonen stattfindet.
Neben den physiologisch wichtigen Cl−-Ionen kommt Chlor auch zur ko¨rpereige-
nen Abwehr gegen Bakterien in Form der hoch reaktiven Hypochlorsa¨ure HOCl vor.
Wa¨hrend einer Immunreaktion wird durch neutrophile Granulozyten, eine Form der
weißen Blutko¨rperchen, mit Hilfe des Enzyms Myeloperoxidase (MPO) aus Wasser-
stoffperoxid und Chlorid-Ionen Hypochlorsa¨ure zur Zersto¨rung der Fremdko¨rper her-
gestellt. Fehlgeleitet kann die Hypochlorsa¨ure auch scha¨dlich sein. Im Krankheitsbild
der rheumatoiden Arthritis wurde in der Gelenkflu¨ssigkeit eine erho¨hte Konzentration
an neutrophilen Granulozyten beobachtet. Aktiviert durch eine noch unbekannte Fehl-
information produzieren die Granulozyten Hypochlorsa¨ure, die dann ihre destruktive
Wirkung fa¨lschlich gegen den Knorpel richtet und ihn zu zersto¨ren beginnt [Sch00].
Innerhalb des Kalkknorpels steigt der Gehalt an Chlor wieder etwas an. In der
Verteilung ist noch eine gewisse Struktur zu erkennen, die auf die Verteilung der ex-
trazellula¨ren Matrix um die ehemals hypertrophen Zellen hinweist.
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8.2.6 Verteilung der Matrixelemente H, C, N und O
Getrockneter Knorpel besteht zu u¨ber 90 % aus den Elementen Wasserstoff, Kohlen-
stoff, Stickstoff und Sauerstoff. Sie sind u¨berwiegend die Bausteine der Kollagene und
Proteoglykane, wobei der Anteil an Kollagen gegenu¨ber den Proteoglykanen im Mittel
etwa doppelt so hoch ist (vgl. Tab. 2.1, S. 24). Die Verteilung der Matrixelemente muss
also unter Beru¨cksichtigung der molekularen Zusammensetzung von Kollagen und Pro-
teoglykan und deren Verteilung im Knorpel erfolgen. In Abschnitt 2.1.3 und 2.1.4 ist
eine kurze Erla¨uterung ihres Aufbaus gegeben. Hier seien noch mal die Zusammenset-









Betrachtet man die Verha¨ltnisse von H, C, N und O in den Grundbausteinen, so fa¨llt
beim Kollagen eine Dominanz von Kohlenstoff und Wasserstoff in der Sto¨chiometrie
gegenu¨ber Sauerstoff auf, wa¨hrend beim Proteoglykan Kohlenstoff und Sauerstoff in
gleichen Anteilen vertreten sind. Daher ist es wahrscheinlich, dass die Verteilung von
Wasserstoff und Kohlenstoff eher durch die Kollagenverteilung und die Verteilung von
Sauerstoff mehr durch die Proteoglykanverteilung gepra¨gt wird.
Neben der Elementzusammensetzung ist noch der strukturelle Aufbau und damit
die Dichte wichtig. Beim seilartigen Kollagen ist die Dichte wesentlich gro¨ßer als beim
flaschenbu¨rstenartigen Proteoglykan (Abb. 2.2, S. 26 und Abb. 2.3, S. 27). Dadurch ist
ein wesentlicher Einfluss der Kollagenverteilung auf die Dichteverteilung im Knorpel
zu vermuten. Im Abschnitt 8.3 wird darauf na¨her eingegangen.
Abbildung 8.13 zeigt die Verteilungen der Elemente Wasserstoff (absoluter Gehalt),
Kohlenstoff, Stickstoff und Sauerstoff im Vergleich zur Dichte. Die RBS-Intensita¨ts-
bilder der Elementverteilungen sind durch geringe Statistik nicht sehr kontrastreich.
Man beachte auch, dass nur die Intensita¨ten eines von der Dichte abha¨ngigen Tie-
fenbereichs dargestellt sind (vgl. Abschnitt 4.3.2), wodurch kein absoluter, sondern
ein relativer Gehalt dargestellt wird. Die Integration der Intensita¨ten in horizontaler
Richtung (Summe u¨ber die Zeilen) ergibt die radialen Intensita¨tsprofile, die bereits in
Abbildung 8.1, S. 96 pra¨sentiert wurden.
Die Wasserstoffverteilung zeigt besonders im femoralen Knorpel eine starke Kor-
relation mit der Dichteverteilung; die Zonen hoher Dichte (Zone I und III) enthalten
mehr Wasserstoff. Die Kohlenstoffverteilung ist nicht so deutlich ausgepra¨gt. Dennoch
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Abb. 8.13: Verteilung der Dichte (STIM) und der Elemente H (ERDA), C, N und O (RBS) im femo-
ralen (obere Bildha¨lfte) und tibialen Knorpel (untere Bildha¨lfte). Die gestrichelte Linie kennzeichnet
die artikulierende Fla¨che.
la¨sst sich ein ho¨herer relativer Gehalt in der Zone III gegenu¨ber den Zonen II und IV
erkennen. Das entgegengesetzte Verhalten weisen die Verteilungen von Stickstoff und
Sauerstoff auf. Innerhalb der Zone III ist ihr relativer Gehalt vermindert.
Die Verteilungen der Matrixelemente zeigen auch die Abha¨ngigkeit von der inneren
Struktur des Knorpels. Sie spiegeln offenbar besonders die Proteoglykan- und Kolla-
genverteilung wider.
8.3 Dichteunterschiede im Knorpel
Mittels STIM wurden die Verteilungen der Massendichte sowohl im tibialen als auch
im femoralen Knorpel gemessen. U¨berraschenderweise ergaben sich Zonen unterschied-
licher Massendichte innerhalb des Knorpels. Es mu¨ssen also Bereiche mit unterschied-
licher Zusammensetzung oder unterschiedlichem strukturellen Aufbau existieren.
Beim Vergleich der Lage und Ma¨chtigkeit der massereichen Bereiche im Knorpel zei-
gen sich U¨bereinstimmungen zu den Bereichen NMR-hypointenser Signalintensita¨ten
(Abb. 8.14). Das betrifft im tibialen Knorpel die Zone radial ausgerichteter kollagener
Strukturen (in Zone III) und die oberfla¨chige Zone tangential verlaufender kollagener
Fasern (Zone I). Im femoralen Knorpel hebt sich die Zone tangential verlaufender kolla-
gener Strukturen (in Zone III) in ihrer Massendichte besonders deutlich von der umge-
benden Matrix mit geringerer Massendichte ab. Eine hohe Massendichte zeigt auch die
femorale Tangentialfaserschicht (Zone I). Offenbar korrelieren die NMR-hypointensen
Zonen mit den Bereichen hoher Massendichte.
Dass die gemessene ho¨here Massenfla¨chendichte nicht auf Bereiche unterschiedlicher
Dicke zuru¨ckgefu¨hrt werden kann zeigt die optische Aufnahme eines Probenquerschnitts
(Abb. 8.14, links). Der Bereich hoher Massendichte in Zone III zeigt keine signifikante
A¨nderung in der Probendicke. Er ist jedoch auch optisch von den anderen Bereichen zu
unterscheiden, was durch eine unterschiedliche Matrixzusammensetzung bedingt sein
kann.
Bemerkenswert ist auch die Gro¨ße des Dichteunterschieds. Die Massendichte inner-
halb des Bereichs hoher Dichte betra¨gt zum Teil das Vierfache der Dichte des u¨brigen
Knorpels. Die Messungen ergaben bei Knorpeldicken von 30µm Massenfla¨chendichten
zwischen 1 mg
cm2
(Zonen ohne NMR-hypointenses Signal) und 3 mg
cm2
in den NMR-auffa¨lli-
gen Zonen. Daraus errechnet sich im Trockenzustand des Knorpels eine Massendichte




















Abb. 8.14: Vergleich zwischen NMR-Referenzbild (oben) und STIM-Bild der Massendichte (unten,
2 mm × 1 mm). Die Zone erho¨hter Massendichte (bis etwa zum Vierfachen) la¨sst sich den NMR-
hypointensen Bereichen zuordnen. Femur, frontaler Schnitt. Links ist eine optische Aufnahme des





. Fu¨r die Dichte des Knorpels im nativen Zustand (Feucht-
gewebe) kann unter der Annahme eines Volumenanteils des Wassers von 70 % (0,7 g
cm3
)
eine mittlere Dichte von etwa 1,3 g
cm3
abgescha¨tzt werden. Das liegt etwas u¨ber dem in
der Literatur fu¨r artikula¨ren Knorpel angegebenen Wert von 1,1 g
cm3
[Woo86].
Die Ursachen fu¨r die Dichteunterschiede liegen, wie schon weiter vorn erwa¨hnt,
im strukturellen Aufbau des Knorpels und seiner Komponenten. Die Knorpelmatrix
besteht im Wesentlichen aus Proteoglykanen und dem fibrilla¨ren Kollagen vom Typ
II (Abschnitt 2.1). Dabei beno¨tigt der kompakte seilartige Aufbau der kollagenen Fi-
brillen erheblich weniger Raum als die wie eine Flaschenbu¨rste aufgebauten Proteo-
glykane. Nimmt der Anteil an Kollagen gegenu¨ber dem Anteil der Proteoglykane zu,
so erho¨ht sich auch die Massendichte in den betreffenden Bereichen im Knorpel. Die
Zonen erho¨hter Massendichte im Knorpel sind also Zonen mit erho¨hter Kollagendichte.
Histochemische Untersuchungen mittels der Kollagen-sensitiven Crossmon-Fa¨rbung
(Rotfa¨rbung durch Sa¨urefuchsin-Orange-G) zeigten eine intensive Anfa¨rbbarkeit im Be-
reich der histologischen Zone III, der Proliferationszone mit hypointenser Erscheinung
im NMR-Bild (Abb. 8.15) [Hah99].
Hahn vermutetet in ihrer Arbeit, dass die hohe Anfa¨rbbarkeit durch Sa¨urefuchsin-
Orange-G nicht auf einer besonders hohen Kollagendichte beruht, sondern durch die
ra¨umliche Struktur der Fasern (parallele Ausrichtung) gegeben ist, die eine bessere
Anlagerung des Farbstoffmoleku¨ls an die Fasern ermo¨glicht. In Zone II ist das, nach
ihren Angaben, durch das dichte kollagene Netzwerk stark eingeschra¨nkt.
Zu einer anderen Erkla¨rung fu¨hren die vorliegenden Messungen der Masseverteilung
im Knorpel. Die durch die Massenunterschiede abgeleitete Kollagenverteilung fu¨gt sich
sehr gut in die Ergebnisse der histologischen Fa¨rbetechnik ein. Die Bereiche hoher
Kollagen-sensitiver Farbintensita¨t entsprechen den Bereichen hoher Massendichte und
damit hoher Kollagendichte. In den Bereichen niedriger Kollagendichte (Zonen II und
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Abb. 8.15: Darstellung der Kolla-
genverteilung bei einer Knorpel-
probe mit hypointenser Mittel-
zone im NMR-Bild (Crossmon-
Fa¨rbung, femoraler Knorpel des
Hausschweins, 0,7 mm × 1 mm).
Mit freundlicher Genehmigung
von S. Hahn [Hah99].
IV) zeigt sich erwartungsgema¨ß eine geringe Farbintensita¨t bei der Crossmon-Fa¨rbung.
In Abbildung 8.15 ist auch die sta¨rker angefa¨rbte, hochgradig vernetzte Tangentialfa-
serschicht zu erkennen, die im STIM-Bild der Dichteverteilung (Abb. 8.14) wiederum
durch eine gro¨ßere Dichte zu erkennen ist.
8.4 Mechanisch belastete und unbelastete Knorpel-
proben im Vergleich
Mechanische Belastung und Entlastung sind zwei wesentliche funktionelle Zusta¨nde
des Knorpels, die in ihrer Wechselseitigkeit die Versorgung des Knorpels mit Na¨hr-
stoffen und den Abtransport von Stoffwechselprodukten gewa¨hrleisten. Wasser ist da-
bei das hauptsa¨chliche Transportmedium. Durch das mechanische Komprimieren und
Entspannen des Knorpels wird, a¨hnlich dem Auswringen eines Schwamms mit darauf-
folgender Flu¨ssigkeitsaufnahme, der Export und Import ermo¨glicht. Gelo¨ste und mo-
bile Substanzen (PO4−3 , Cl
−, Ca2+, kleine Proteine u.a.) werden zwischen Knorpel und
Synovialflu¨ssigkeit ausgetauscht.
Beim Vergleich der Elementverteilungen mechanisch belastet und unbelastet pra¨pa-
rierter Knorpelschnitte einer Knorpelprobe (eines Stanzzylinders, vgl. Abschnitt 6.3.2)
ergaben sich durch die Belastung bemerkenswerte Vera¨nderungen in den Verteilungen
von Phosphor, Calcium und Chlor gegenu¨ber dem unbelasteten Zustand, wa¨hrend bei
den Verteilungen von Schwefel und Kalium kein wesentlicher Unterschied festgestellt
werden konnte.
Abbildung 8.16 stellt die Verteilungen von Phosphor, Schwefel, Chlor, Kalium und
Calcium im unbelasteten und belasteten Zustand einer Knorpelprobe gegenu¨ber. Die
relativen A¨nderungen werden noch durch die jeweiligen radialen Elementprofile ver-
deutlicht.
Die Verteilungen von Phosphor und Calcium verhalten sich bei mechanischer Bela-
stung in Oberfla¨chenna¨he a¨hnlich. Im belasteten Knorpel kommt es zu einer versta¨rk-
ten Ansammlung in der oberfla¨chigen Tangentialfaserschicht. Dieser Effekt kann in der
engmaschigen Struktur begru¨ndet liegen. Die a¨ußere Tangentialfaserschicht, die lamina
splendens, besteht aus einem dichten Netz kollagener Fasern und bildet somit einen Fil-
ter fu¨r Substanzen, die den U¨bergang Knorpeloberfla¨che–Synovialflu¨ssigkeit passieren













































































Abb. 8.16: Elementverteilungen von Schwefel, Chlor, Kalium und Calcium einer unbelasteten (links)
und einer belasteten (grauer Pfeil, rechts) tibialen Knorpelprobe. In der Mitte sind die aus den Ra-
sterbildern abgeleiteten Elementprofile dargestellt (Mit freundlicher Genehmigung von U. Reibetanz
[Rei98a]).
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wollen. Molekulare Substanzen einer Gro¨ße, die mit der Porengro¨ße der Tangentialfa-
serschicht vergleichbar ist, ko¨nnten sich in der Schicht verfangen und dort tempora¨r
oder auch akkumulativ abgelagert werden. In den Abschnitten 8.2.1 und 8.2.2 wurde
die Akkumulation in der Tangentialfaserschicht eingehender diskutiert.
Die mechanische Belastung des Knorpels wirkt sich auch auf die Verteilung des
Elementes Chlor aus. Als Elektrolyt (Cl−) in der Knorpelflu¨ssigkeit ist es relativ frei
beweglich und wird auch eng mit den Transportprozesse der Flu¨ssigkeit in Zusammen-
hang stehen. Die Kompression des Knorpels hat ein Auspressen von Wasser zur Folge,
wodurch auch die Chlor-Ionen ausgeschwemmt werden. In den PIXE-Messungen zur
Chlor-Verteilungen macht sich das mit einer Verminderung der Ro¨ntgenausbeute um
25 % bemerkbar [Rei98a].
8.5 Quantitativer Elementgehalt der Knorpelzonen
Fu¨r das Versta¨ndnis der physiologischen Prozesse und die Fa¨higkeit abnorme Vera¨nde-
rungen zu erkennen, ist die Kenntnis der relevanten physiologischen Elementkonzentra-
tionen wichtig. Daher werden Untersuchungen zu unterschiedlichsten Fragestellungen
unternommen. Der u¨berwiegende Teil bescha¨ftigt sich mit dem Prozess der Kalzifizie-
rung [Hal73, Har85, App87]. Dabei wird ha¨ufig auf subzellula¨re Strukturen (Mito-
chondrien, Cytoplasma) im Vergleich zum extrazellula¨ren Raum eingegangen. Andere
Studien bescha¨ftigen sich mit den Unterschieden im Elementgehalt zwischen normalem
und pathologisch vera¨ndertem Knorpel [Bar94] oder auch mit dem Konzentrations-
unterschied zwischen verschiedenen Spezies [Gry90].
Jedoch sind die vero¨ffentlichten Konzentrationsangaben wegen unterschiedlicher
Herangehensweise schlecht untereinander vergleichbar. Je nach Analysemethode wer-
den sie auf das Feuchtgewicht, das Trockengewicht oder relativ zu einem anderen Ele-
ment (Chlor, [App87]) bezogen. Weiterhin variieren die Angaben stark, abha¨ngig von
dem verwendeten Material (Maus, Kaninchen, Rind, Primat, Mensch) oder der unter-
suchten Struktur (Mitochondrien, Cytoplasma, extrazellula¨rer Raum, Matrixvesikel).
Bei den hier vorgestellten quantitativen Ergebnissen zum Elementgehalt des ar-
tikula¨ren Schweineknorpels wurde nicht zwischen intrazellula¨rer und extrazellula¨rer
Konzentration unterschieden, sondern der gesamte Gehalt der Elemente in den Zonen
II, III und IV bestimmt. Aufgrund der eingeschra¨nkten experimentellen Mo¨glichkeiten
wa¨hrend der Auf- und Ausbauphase von Lipsion war es nicht mo¨glich eine systema-
tische Messreihe zur quantitativen Bestimmung der Elementkonzentrationen durch-
zufu¨hren. Daher sind hier nur die Elementkonzentrationen einer ausgewa¨hlten, bereits
in Abbildung 8.2.6 dargestellten Probe aufgefu¨hrt. In Tabelle 8.1 sind die dazugeho¨ri-
gen Konzentrationen (Masse-% Trockengewicht) angegeben.
Diese allgemein u¨bliche Darstellung der Elementgehalte in Form von Massenkon-
zentration kann hier aber zu falschen Schlussfolgerungen fu¨hren. Denn aufgrund der
ungewo¨hnlich großen Unterschiede in der Dichte (Matrixstruktur) der einzelnen Zonen,
werden auf die Gesamtmasse bezogene Elementgehalte durch die Matrixa¨nderungen
dominiert und verfa¨lscht, da die Bezugsgro¨ße, die Gesamtmasse, nicht mehr konstant
ist. Eine A¨nderung im absoluten Gehalt wird dadurch im Trend beeinflusst und kann
sogar umgekehrt werden. Zum Beispiel ist die Konzentration von Wasserstoff in der
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Dichte Konzentration (Masse-% Trockengewicht)
Zone g/cm3 H C N O P S Cl K Ca
IV Femur 0,4 11 47 10 27 0,13 1,8 0,19 1,0 0,18
III Femur 1,1 7 64 6 20 0,03 0,7 0,18 0,33 0,05
II Femur 0,3 20 43 11 25 0,09 1,4 0,36 0,84 0,12
III Tibia 1,1 7 61 8 21 0,04 0,7 0,18 0,31 0,06
IV Tibia 0,3 18 42 9 24 0,12 2,1 0,23 1,0 0,26
Tab. 8.1: Elementkonzentration (Masse-% Trockengewicht) innerhalb der femoralen Knorpelzonen II,
III und IV und der tibialen Zonen III und IV mit Angabe der Dichte. Die Reproduzierbarkeit bei
besser
femoralen Zone III fast um den Faktor drei kleiner als in der femoralen Zone II. Das
suggeriert eine Abnahme des Wasserstoffgehalts in der Zone III gegenu¨ber der Zone II.
Tatsa¨chlich jedoch verdichten sich die Matrixelemente (H, C, N und O), wobei sich die
Verha¨ltnisse untereinander auch a¨ndern, so dass eine relative Zunahme bzw. Abnahme
eines Elementes eintritt.
Dichte Elementdichte (mmol/l Trockengewicht)
Zone g/cm3 H C N O P S Cl K Ca
IV Femur 0,4 41 400 15 300 2 900 6 700 17 223 21 104 17
III Femur 1,1 73 800 58 000 5 000 14 000 9 205 56 92 13
II Femur 0,3 62 200 11 100 2 500 4 900 9 134 32 67 9
III Tibia 1,1 74 600 55 400 5 900 14 300 13 224 55 86 16
IV Tibia 0,3 61 200 11 700 2 100 4 900 13 218 22 85 22
Tab. 8.2: Absolute Elementdichte innerhalb der femoralen Knorpelzonen II, III und IV und der tibialen
Zonen III und IV (Umrechnung der in Tabelle 8.1 angegebenen Konzentrationen).
Daher eignet sich die Darstellung in absoluten Werten oder Dichtewerten (z.B.
µg/cm2 oder mmol/l) besser, um A¨nderungen im Elementgehalt anzugeben und ein-
scha¨tzen zu ko¨nnen. In Tabelle 8.2 sind die Dichten der analysierten Elemente in den
entsprechenden Zonen angegeben. Jetzt la¨sst sich unmittelbar der Grund fu¨r die hohen
Dichteunterschiede erkennen. Den gro¨ßten Beitrag liefert der unterschiedliche Gehalt
an Kohlenstoff (bis zu Faktor fu¨nf), aber auch die anderen Matrixelemente sind dar-
an beteiligt (bis zu Faktor drei). Fu¨r die Matrixelemente lassen sich aus Tabelle 8.2
die fu¨r die unterschiedlichen Zonen geltenden Summenformeln ableiten. Fu¨r Zonen ho-
her Dichte (ρ ≈ 1 g/cm3) ergibt sich C10H13NO2,5 und fu¨r Zonen geringerer Dichte
(ρ ≈0,3 g/cm3) C10H50N2O4,5.
Der tatsa¨chliche Gehalt der anderen Elemente in den Zonen kommt in Tabelle
8.2 auch genauer zum Ausdruck. Sie fu¨gen sich in die bereits qualitativ diskutierten
Ergebnisse sehr gut ein. Der Gehalt an Phosphor, der im Wesentlichen durch intra-
zellula¨ren Phosphor gepra¨gt wird, ist in der Zone IV (hypertrophierende Zellen) etwa
um den Faktor 1,5 bis 2 gro¨ßer als in den anderen Zonen, wobei im tibialen Knorpel
die Unterschiede geringer sind. Der Schwefelgehalt, Marker fu¨r die Proteoglykanvertei-
lung, ist in der hypertrophen Zone etwa um den Faktor 1,5 gegenu¨ber Zone II erho¨ht.
Ebenso verha¨lt es sich mit Kalium. Der Calciumgehalt zeigt auch die schon diskutierte
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Erho¨hung in der hypertrophen Zone. Bei Chlor wird nur aus Tabelle 8.2 ersichtlich, dass
die bei den qualitativen Messungen vorgefundene Erho¨hung des Gehalts tatsa¨chlich in
Zone III auftritt.
8.6 Fehlerdiskussion
In Kapitel 7 wurden bereits einige Aspekte behandelt, die die Genauigkeit der Ana-
lyse mit fokussierten Ionenstrahlen beeinflussen ko¨nnen. Das Problem des Element-
verlusts wa¨hrend der Analyse hat besonders auf die Genauigkeit der quantitativen
Analyse einen gravierenden Einfluss. Die quantitative Analyse muss daher den Effekt
des Elementverlusts mit einbeziehen oder durch die Wahl geeigneter Messbedingungen
(Niedrigdosis-Mikrostrahlanalyse) den Einfluss auf ein nicht signifikantes Maß reduzie-
ren.
Eine weitere Unsicherheit, vor allem bei Aussagen u¨ber Verteilungen, kann durch
eine fehlerhafte Zuordnung der analysierten Probenstelle (Ortsauflo¨sung), durch ei-
ne unkontrollierte Drift oder Verformung der Probe wa¨hrend der Messung entstehen.
Gro¨ßere Positionsa¨nderungen und Verformungen der Proben und der Probenmerkmale
(z.B. des Probenrands) sind meist kontinuierlich und im Rasterbild gut zu erkennen,
so dass eine Fehlinterpretation der Ergebnisse vermieden werden kann.
Viel kritischer scheint die stark variierende Dichte innerhalb der untersuchten Pro-
benbereiche zu sein. Vor allem bei der einfachen Darstellung in Intensita¨tsbildern ohne
eine Korrektur der Matrixeffekte mit Hilfe der Massenfla¨chendichte, muss die Anwend-
barkeit der Intensita¨tsdarstellung u¨berpru¨ft werden.
Aus dem unterschiedlichen Verhalten der Elementverteilungen wird die u¨berwiegend
einflussfreie qualitative Darstellung der Elementgehalte (Stoffmenge bzw. Elementdich-
te) versta¨ndlich. Das gegensa¨tzliche Verhalten in der Intensita¨t der Ro¨ntgenausbeute
von Schwefel und Chlor zeigt (Abb. 8.1, S. 96), dass es sich hierbei um tatsa¨chli-
che Elementgehaltunterschiede zwischen den Zonen unterschiedlicher Dichte handelt
und nicht um Matrixeffekte. Auch die quantitative Bestimmung der Elementgehalte
unter Beru¨cksichtigung der Matrixeffekt (Tab. 8.2) untermauert die richtige qualita-
tive Darstellung der Intensita¨tsbilder. Wichtig ist noch einmal zu erwa¨hnen, dass die
Intensita¨tsbilder in erster Na¨herung die Stoffmenge (Elementgehalt) im untersuchten
Probenvolumen darstellen.
Die in Tabelle 8.1 bzw. 8.2 angegebenen Elementgehalte sind die Ergebnisse einer
Einzelmessung. Sie sind nicht repra¨sentativ, da noch keine statistisch relevante Anzahl
an quantitativen Bestimmungen durchgefu¨hrt werden konnte. Die Werte dienen zur
Einscha¨tzung der Gro¨ßenordnung der Elementgehalte im Knorpel. Die relative Messun-
sicherheit wurde mit 10 %–20 % abgescha¨tzt. Da die Werte aus einer Messung bestimmt
wurden, geht der systematische Fehler der Messung beim Vergleich der Elementgehalte
zwischen den einzelnen Zonen nicht mit ein. Jedoch spielen die Unsicherheiten in der
Bestimmung der Energie Et der Protonen fu¨r die einzelnen Zonen eine Rolle (semi-
dickes Target, vgl. Gl. 4.1, S. 51). Zum Vergleich der Werte untereinander wurde daher




Mit Hilfe der hochauflo¨senden Transmissionsionenmikroskopie (STIM) wurden Unter-
suchungen zur Aufkla¨rung der Anordnung und Ausrichtung von kollagenen Fasern im
Kniegelenkknorpel vom Schwein durchgefu¨hrt. Dabei wurden zum ersten Mal kollage-
ne Strukturen in vollsta¨ndiger Proteoglykanumgebung sichtbar gemacht. Bis auf den
Wasserentzug (Gefriertrocknung) verbleiben die kollagenen Fasern in ihrer natu¨rlichen
Matrixumgebung und damit weitgehend unvera¨ndert in ihrer dreidimensionalen An-
ordnung.
Jedoch reicht auch die ho¨chste erzielte Auflo¨sung (Auflo¨sung ohne Bildverzerrungen
< 100 nm) nicht aus, um kollagene Fibrillen von Fasern zu unterscheiden. Daher werden
die beobachteten Strukturen in dieser Arbeit als kollagene Fasern bezeichnet.
Aus theoretischen Betrachtungen zur Signalintensita¨t beim
”
Magischen-Winkel-
Effekt“ der NMR-Bildgebung und aus polarisationsmikroskopischen Untersuchungen
werden tangential beziehungsweise radial ausgerichtete kollagene Fasern im Knorpel
erwartet (Abschnitt 6.2). Ein direkter experimenteller Nachweis einzelner Fasern in
der vorhergesagten Ausrichtung wu¨rde die Verbindung zwischen NMR-Signalintensita¨t
und ausgerichteten kollagenen Fasern untermauern. Daher stand bei den STIM- Unter-
suchungen im Vergleich mit NMR- und Polarisationsmikroskopie die folgende Frage im
Mittelpunkt:
Wie sehen im Knorpel die kollagenen Strukturen in Bereichen der NMR-
sensitiven anisotropen Wasserorientierung aus?
Die Ergebnisse der STIM-Untersuchungen konnten im Wesentlichen die von der
NMR abgeleiteten Ausrichtungen kollagener Strukturen in radialer Richtung (tibia-
ler Knorpel) und tangentialer Richtung (femoraler Knorpel) besta¨tigen. Im radialen
Bereich des tibialen Knorpels wurden einzelne, radial verlaufende Kollagenfasern sicht-
bar gemacht. Die im femoralen Knorpel tangential verlaufenden Strukturen konnten
aber keinen Einzelfasern zugeordnet werden. Vielmehr scheinen die kollagenen Fasern
sich zu tubula¨ren Strukturen zu organisieren. Eine sichere Zuordnung konnte aber vor
Abschluss dieser Arbeit nicht mehr erreicht werden.
Weitere Untersuchungen zur dreidimensionalen Darstellung kollagener Strukturen
wurden bereits vorbereitet und bilden die Grundlage fu¨r folgende, strukturaufkla¨rende
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Untersuchungen (Kapitel 10).
Dennoch erlauben die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit erfolgten Untersu-
chungen die Feststellung:
Die von der hochauflo¨senden NMR-Bildgebung am Schweineknorpel fu¨r
bestimmte Knorpelzonen abgeleiteten Vorzugsrichtungen entsprechen den
tatsa¨chlichen Orientierungen der kollagenen Strukturen.
Dabei spielen wahrscheinlich die engen molekularen Wechselwirkungen zwischen den
wasserbindenden Proteoglykanen und den kollagenen Fibrillen [Smi85] die entschei-
dende Rolle fu¨r die beobachtete Korrelation zwischen NMR-Signalintensita¨t und der
Ausrichtung der Kollagenstruktur im Knorpel [Gru¨98].
9.1 Kollagene Strukturen im Femur
Abbildung 9.1 zeigt eine Serie von STIM-Aufnahmen (40µm×40µm) aus unterschied-
lichen Tiefen des femoralen Knorpels. Als Orientierungshilfen sind die licht-, NMR- und
polarisationsmikroskopischen Aufnahmen dazu gezeigt. In der PLM-Aufnahme zeigen
die charakteristischen Interferenzfarben die Vorzugsrichtung der Kollagene an, blau die
radiale und gelb die tangentiale Orientierung. Im NMR-Bild erscheint der Bereich tan-
gentialer Ausrichtung als hypointense Zone. Im Gebiet der Aufnahmen Nr. 6 bis Nr.
9, der sich im NMR-Bild unauffa¨llig zeigt, deutet sich im PLM-Bild durch die violette
Fa¨rbung eine u¨berwiegend isotrope Ausrichtung der kollagenen Fasern an.
Die STIM-Untersuchungen der kollagenen Strukturen im Femur lassen auf eine
relativ starke Vernetzung der Fasern schließen. Bis auf einen, dem Kalkknorpel nahen
Bereich in der hypertrophen Zone, wurden keine separierten oder wenig vernetzten
Kollagenfasern beobachtet. Vielmehr scheinen die Fasern ein dreidimensionales, zum
Teil tubula¨res Netzwerk zu bilden, dessen Maschenweite in der Gro¨ßenordnung . 1µm
liegt. Die Dicke der im Netzwerk beobachteten kollagenen Fasern liegt etwa im Bereich
150 nm bis 300 nm, wa¨hrend die in der hypertrophen Zone beobachteten Fasern Dicken
von bis zu 1µm aufweisen ko¨nnen. Nachfolgend werden die in den einzelnen Zonen
beobachteten kollagenen Strukturen eingehender diskutiert.
9.1.1 Femorale hypertrophe Zone
Mit STIM konnten kollagene Fasern in der hypertrophen Zone sichtbar gemacht und
damit ihre radiale Ausrichtung direkt bestimmt werden. Die Ergebnisse stimmen erwar-
tungsgema¨ß mit den Vorhersagen u¨ber die Ausrichtung der Fasern in der hypertrophen
Zone u¨berein, die mit polarisationsmikroskopischen Untersuchungen (Abb. 6.6, S. 78)
gewonnen wurden.
Die hypertrophe Zone ist gepra¨gt von langgestreckten Zellhaufen (Chondrone), die
von langen wenig vernetzten kollagenen Fasern umlaufen werden. Sie u¨ben auf die Knor-
pelmatrix und die Chondrone eine Spannung aus, so dass die sa¨ulenartigen Strukturen
zustande kommen, die bei der spa¨teren Ossifikation eine Rolle spielen [Roh00].

















































Abb. 9.1: Radiale Folge von STIM-Aufnahmen (40µm×40µm) eines 10µm dicken femoralen Knorpel-
schnitts von der Knochenseite zur Oberfla¨che. Als U¨berblick dienen eine lichtmikroskopische Aufnahme
(LM) mit den markierten Positionen der STIM-Messungen sowie eine NMR- und polarisationsmikro-
skopische Aufnahme (PLM) zur Darstellung der Textur im Knorpel.
In den STIM-Bildern (Abb. 9.2) sind deutlich relativ dicke (∼ 1µm) kollagene Fa-
sern zu erkennen, die aus dem Kalkknorpel kommend in die hypertrophe Zone des Knor-
pels einstrahlen. Mit zunehmender Entfernung vom Kalkknorpel werden sie du¨nner und
sind unter 200 nm nicht mehr zu erkennen.
Die NMR-Mikroskopie zeigt hier jedoch kein auffa¨lliges, auf ausgerichtete Struktu-
ren hinweisendes Intensita¨tsverhalten. Eine Erkla¨rung dafu¨r ko¨nnte trotz hoher Pro-
teoglykandichte (vgl. Abschnitt 8.2.3) im geringen Volumenanteil an extrazellula¨rer
Matrix begru¨ndet liegen. Die Aggrekan-Aggregate finden nur begrenzt zwischen den
Chondronen ausgerichtete Fasern vor, an denen eine radiale Vorzugsorientierung eintre-
ten kann. Eine Reduzierung des Anteils an Aggrekan-Aggregaten zugunsten von nicht
aggregierten und weniger orientierten Aggrekanen scheint weniger wahrscheinlich. Eine
Studie von Matsui und Mitarbeitern an fo¨talem Rinderknorpel demonstrierte, dass
der Gehalt an großen aggregierten Proteoglykanen in der extrazellula¨ren Matrix der
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Abb. 9.2: Links: STIM-Aufnahme (187µm × 193µm) von Chondronen in der hypertrophen Zone
am Rand zum Kalkknorpel (oben); rechts: Vergro¨ßerter Ausschnitt (90µm × 90µm) in dem radial
ausgerichtete kollagene Fasern, markiert durch Pfeile, zu erkennen sind (gefriergetrockneter 30µm
Knorpelschnitt).
hypertrophen Zone ein Maximum hat. Es gab keine Anzeichen fu¨r eine Gro¨ßenreduzie-
rung der Proteoglykane [Mat91].
9.1.2 Femorale Zone III mit vermutlich tubula¨ren Strukturen
in tangentialer Ausrichtung
Innerhalb der Zone III, wo tangential ausgerichtete Strukturen erwartet werden, konn-
ten keine tangential verlaufenden, separierten Fasern beobachtet werden. Dennoch tre-
ten in den STIM-Aufnahmen Bereiche auf, deren visuelle Vorzugsrichtung in tangen-
tialer Richtung erscheint. Andere Bereiche wiederum zeigen zum Teil wabenfo¨rmige
Strukturen.
Die genaue Anordnung der kollagenen Fasern ist im Rahmen dieser Arbeit nicht ein-
deutig zu kla¨ren gewesen. Es gibt jedoch Anzeichen, dass sich die kollagenen Fasern zu
tangential verlaufenden tubula¨ren Strukturen anordnen, Strukturen, deren kompakte
Anordnung die Darstellung im STIM-Bild erschweren.
In Abbildung 9.3 sind zwei STIM-Aufnahmen gezeigt, in denen kollagene Strukturen
erkennbar sind, die durch eine tubula¨re Anordnung erkla¨rbar sind. Im linken Bild, oben
rechts, stehen die Tubuli senkrecht zur Bildebene, ihr wabenfo¨rmiger Querschnitt ist
erkennbar (Schema im Bild). Im rechten Bild verlaufen die Strukturen eher parallel
zur Bildebene in tangentialer Richtung, so dass angeschnittene Tubuswa¨nde deutlicher
hervortreten (Pfeile).
Die tangentiale Ausrichtung der kollagenen Strukturen im femoralen Knorpel kann
ohne Einschra¨nkung in jeder Richtung parallel zur Oberfla¨che verlaufen. In einem Knor-
pelschnitt (z.B. frontal: 1–3 oder sagittal: 2–4) mu¨ssten unterschiedliche Richtungen
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Abb. 9.3: Darstellung kollagener Strukturen tangentialer Ausrichtung im Femur. Im linken Bild, oben
rechts, sind tubula¨re Strukturen im Querschnitt zu erkennen (Schema); oben links ist ein Chondrozyt
angeschnitten. Das rechte Bild zeigt parallel zur Ausrichtung angeschnittene Tubuli (Pfeile).
erkennbar werden. In der Tat scheint die STIM-Aufnahme Nr. 3 aus Abbildung 9.1 Be-
reiche unterschiedlicher tangentialer Ausrichtung zu beinhalten. Abbildung 9.4 zeigt die
Aufnahme nochmals, etwas vergro¨ßert, mit der schematischen Darstellung der Ausrich-
tung der kollagenen Strukturen, wie sie in den entsprechenden Bereichen des Knorpels
vermutet werden.
Abb. 9.4: STIM-Aufnahme (40µm ×
40µm, Nr. 3 aus Abb. 9.1) aus dem Be-
reich tangential ausgerichteter kollage-
ner Strukturen im femoralen Knorpel.
Offenbar kommen die tubula¨ren Struk-
turen in Bu¨ndeln unterschiedlicher Aus-
richtung vor (links schematisch darge-
stellt): oben und unten senkrecht zur
Bildebene, dazwischen schra¨g in hori-
zontaler Richtung.
In der Literatur wurde ku¨rzlich zum ersten Mal von tubula¨ren kollagenen Struktu-
ren im Knorpel berichtet. Gwynn und Mitarbeiter erreichten durch Gefriersubstitution
am tibialen Knorpel vom Kaninchen eine geeignete Pra¨paration zur elektronenmikro-
skopischen Untersuchung kollagener Strukturen [Gwy00]. Dabei zeigte sich, dass die
allgemein als longitudinal bezeichnete Anordnung von Fasern in der Radia¨rzone tu-
bula¨re Strukturen mit einem Innendurchmesser von 1µm− 2µm sind. Die Wa¨nde der
Tubuli bestehen aus langen, dicht gepackten kollagenen Fibrillen mit Querverbindun-
gen aus sehr du¨nnen (< 10 nm), umlaufenden Fibrillen. Weiter wird berichtet, dass
die Tangentialfaserschicht (Zone I) hauptsa¨chlich aus schwammfo¨rmig angeordneten
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Fibrillen mit eingebetteten Bu¨ndeln tangential verlaufender kleiner Tubuli (< 1µm)
besteht.
Daran angelehnt, kann eine Modellvorstellung zur Anordnung der tangential verlau-
fenden kollagenen Fasern im femoralen Schweineknorpel abgeleitet werden (Abb. 9.5).
Aus den STIM-Untersuchungen la¨sst sich ein Innendurchmesser der Tubuli von . 1µm
abscha¨tzen. Innerhalb der Tubuli mu¨ssten sich die Proteoglykane in axialer Richtung
und damit ebenfalls tangential ausrichten, wodurch das NMR-mikroskopische Erschei-
nungsbild erkla¨rbar wa¨re.
0,5 µm 1 µm
Abb. 9.5: Schematische Darstel-
lung der Anordnung kollagener
Fasern zu tubula¨ren Strukturen.
Innerhalb der Tubuli ordnen sich
die Aggrekan-Aggregate in axia-
ler Richtung aus.
Die Anordnung zu tubula¨ren Strukturen wirkt sich auch auf die im Abschnitt 8.3
beschriebene inhomogene Dichteverteilung aus. Im Unterschied zu einzelnen Kollagen-
fasern der Dicke d im mittleren Abstand w kann eine erho¨hte Dichte durch eine tubula¨re
Anordnung erkla¨rt werden. Aus der stark vereinfachter Vorstellung entsprechend Ab-





Abb. 9.6: Modellvorstellung zum
Dichteunterschied im Knorpel
bei Anordnung der kollagenen
Fibrillen zu einer tubula¨ren
Struktur bzw. zu einzelnen
Fasern.
Unter der Annahme der gleichen Verteilung von Tubuli und Einzelfasern, d.h. die
Absta¨nde der Zentren sind gleich wT = wF = w und der Annahme gleicher Dicken von
Tubuluswa¨nden und Fasern dT = dF = d bestimmt sich der Volumenanteil an Kollagen





















Weiterhin rechtfertigen die STIM-Messungen die Abscha¨tzung 3 d ≈ w. Daraus folgt
ρT ≈ 5 d
2
w2
= 5 ρF (9.2)
Wenn auch stark schematisiert, wird durch das Modell deutlich, dass bei tubula¨rer
Anordnung der kollagenen Fasern die Kollagendichte und damit auch die Massendichte
ho¨her ist.
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9.1.3 Femorale Tangentialfaserschicht und Zone II
Die obere Zone der Tangentialfaserschicht (lamina splendens) zeigt sich in den STIM-
Aufnahmen als ein etwa 10µm− 30µm dicker, sehr dichter Bereich, dessen kollagenes
Fasernetzwerk nicht mehr dargestellt werden kann. Innerhalb dieses dichten Netzwerks
befinden sich die in den Abschnitten 8.2.1 und 8.2.2 beschriebenen Ablagerungen von
Calcium und Phosphor (vgl. Abb. 8.3, S. 99 und Abb. 8.8, S. 103).
Unterhalb der lamina splendens kommt eine Zone mit tangential verlaufenden Fa-
sern und dazwischen eingebetteten Chondrozyten. Mit zunehmendem Abstand von der
Oberfla¨che (U¨bergang zur Zone II) scheinen die Fasern sta¨rker untereinander zu vernet-
zen. Dadurch verliert das Netzwerk an tangentialer Ausrichtung Bei diesem U¨bergang
gibt es Bereiche dreidimensional vernetzter Kollagenfasern, denen eine arkadenartige
U¨berstruktur zugeschrieben werden kann (Schema in Abb. 9.7).
Abb. 9.7: STIM-Aufnahme
(90µm× 90µm) zur Darstellung
des kollagenen Netzwerkes
der Tangentialfaserschicht im
U¨bergang zur Zone II. Am
unteren Bildrand ist die lamina
splendens als sehr dichtes (hel-
les) Band zu erkennen. Es sind
arkadenartige Strukturen im
Fasernetzwerk beim U¨bergang
in die Zone II zu erkennen
(gestrichelte Linien).
9.2 Kollagene Strukturen in der Tibia
In Abbildung 9.8 ist analog zur Untersuchung am femoralen Knorpel (vgl. Abb. 9.1)
eine Serie von STIM-Aufnahmen aus unterschiedlichen Tiefen des tibialen Knorpels
dargestellt. Auch hier sind die dazugeho¨rigen licht-, NMR- und polarisationsmikrosko-
pischen Bilder den STIM-Aufnahmen zur Seite gestellt. Aus den NMR- und PLM-
Bildern la¨sst sich neben der tangentialen Orientierung nahe der Oberfla¨che eine weit
ausgedehnte Zone radialer Vorzugsorientierung erkennen.
Im tibialen Knorpel wurden u¨berwiegend wenig vernetzte kollagene Fasern gefun-
den. Sie entsprachen in ihrer Ausrichtung den aus NMR- und Polarisationsmikroskopie
abgeleiteten Orientierungen. Die bekannte, oberfla¨chennahe tangentiale Orientierung
wurde auch im tibialen Knorpel gefunden. Die ausgedehnte Proliferationszone (Zone
III) wird gepra¨gt durch radial ausgerichtete, kaum untereinander vernetzter Kollagen-
fasern. Sie konnten in ihrem Verlauf u¨ber einige Mikrometer verfolgt werden. Innerhalb
der Zone III erho¨ht sich die Dichte der Kollagenfasern gegenu¨ber der U¨bergangszonen
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Abb. 9.8: Radiale Folge von STIM-Aufnahmen (40µm× 40µm) des tibialen Knorpels von der Ober-
fla¨che (Tangentialfaserschicht) zum Kalkknorpel. Als U¨berblick dienen eine lichtmikroskopische Auf-
nahme (LM), eine NMR- und eine polarisationsmikroskopische Aufnahme (PLM) zur Darstellung der
Textur im Knorpel.
unterhalb der Tangentialfaserschicht und gegenu¨ber der hypertrophen Zone. Die radia-
le Orientierung der Fasern in Zone III setzt sich durch die hypertrophe Zone hindurch,
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bis zur Einmu¨ndung der Fasern in den Kalkknorpel fort.
9.2.1 Tibiale Tangentialfaserschicht und Zone II
Die tibiale Tangentialfaserschicht ist in ihrer Struktur der femoralen sehr a¨hnlich. Un-
terhalb der sehr dichten lamina splendens ist eine Zone mit anna¨hernd tangential aus-
gerichteten Fasern, die mit gro¨ßerer Entfernung von der Knorpeloberfla¨che in sta¨rker
vernetzen Bu¨ndeln bogenfo¨rmig in die Proliferationszone einmu¨nden. Dabei umwabern
die Bu¨ndel die Chondrozyten. In Abbildung 9.9 sind die sonst ellipsoidfo¨rmigen Chon-
drozyten durch die Schnittrichtung, transversal zu ihrer Orientierung, im kreisfo¨rmigen
Querschnitt getroffen, wodurch sie rund erscheinen.
Abb. 9.9: STIM-Aufnahme
(80µm× 80µm) zur Darstellung
des kollagenen Netzwerkes
der Tangentialfaserschicht im
U¨bergang zur Zone II. Am
oberen Bildrand ist die lami-
na splendens als sehr dichtes
(helles) Band zu erkennen. Der
runde Querschnitt der sonst
ellipsoidfo¨rmigen Chondrozyten
deutet auf eine Ausrichtung
senkrecht zur Bildebene hin.
In gro¨ßerer Entfernung von der Oberfla¨che (∼ 100µm), beim U¨bergang in die Proli-
ferationszone, wo schon radial orientierte Fasern zu erkennen sind, verlaufen die Fasern
zum Teil nicht genau senkrecht zur Oberfla¨che, sondern biegen auch arkadenfo¨rmig
ab (rechte Bildha¨lfte der STIM-Aufnahme Nr. 2 in Abb. 9.8 und tibiale Zone II im
Dichtebild der Abb. 8.2.6, S. 107). Solch eine gemeinsame gebogene Faserausrichtung
fu¨hrt offenbar auch zu den gebogenen Bruchfla¨chen, die bei der Gefrierbruchpra¨para-
tion fu¨r elektronenmikroskopische Untersuchungen am tibialen und femoralen Knorpel
beobachtet wurden [Cla91, Goo00]. Goodwin und Mitarbeiter fanden jedoch keine
radial ausgerichteten Fasern sondern eine isotrope Vernetzung der kollagenen Fibrillen
zu einer zweidimensionalen, blattartigen Architektur. Erst die Anordnung der Bla¨tter
fu¨hrt zu der radialen und, in Oberfla¨chenna¨he, arkadenfo¨rmigen Erscheinung.
9.2.2 Tibiale Zone III – Proliferationszone
Die Abbildung 9.8 mit den der Radia¨rzone (Zone III) zuzuordnenden STIM-Aufnahmen
Nr. 3 bis Nr. 12 zeigt klar die radiale Ausrichtung der kollagenen Fasern u¨ber den aus-
gedehnten Bereich der Zone III. Die Fasern lassen sich leicht als Einzelfasern erkennen
und u¨ber einige Mikrometer in ihrem Verlauf verfolgen. Sie erscheinen nicht so stark
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vernetzt wie die Fasern im femoralen Knorpel. Ohnsorge und Mitarbeiter berich-
ten von einer dichten Verflechtung einzelner kollagener Fibrillen in der Radia¨rzone
mit einer bevorzugten Faserrichtung der sta¨rkeren Fibrillen [Ohn70]. Ebenso fanden
Hwang und Mitarbeiter ein feines Netzwerk mit einem leichten U¨bergewicht an radial
orientierten Fibrillen in der Na¨he der Chondrozyten [Hwa92].
Abb. 9.10: Ho¨chstauf-
lo¨sende STIM-Aufnahme
(10µm × 10µm, Pixelgro¨ße
20 nm× 20 nm) radial ausgerich-
teter Kollagenfasern im tibialen
Knorpel (10µm dick). Die
relativ dicken Fasern (200 nm
bis 300 nm) zeigen nur wenig
Quervernetzung.
Eine Aufnahme mit ho¨chster Auflo¨sung (< 100nm), in der nur wenig vernetzte, radi-
al ausgerichtete kollagene Fasern zu erkennen sind (Abb. 9.10), fu¨hrt zu der Annahme,
dass in den untersuchten Proben die kollagene Struktur der Radia¨rzone hauptsa¨chlich
aus radial ausgerichteten Kollagenfasern mit einer Dicke von 200 nm bis 300 nm besteht.
Dennoch kann ein Quervernetzung durch sehr du¨nne (D< 50 nm) kollagene Fibrillen
vorliegen.
Abbildung 9.11 zeigt die Anordnung der radialen Fasern und von fu¨nf Chondrozyten
innerhalb eines Volumens von 40µm× 40µm× 30µm. Zur besseren Visualisierung der
Fasern wurden die weniger dichten Strukturen nicht mit dargestellt.
Abb. 9.11: STIM-Aufnahme
(40µm × 40µm) radial aus-
gerichteter Kollagenfasern im
tibialen Knorpel (30µm dick).
Zur Kontrastversta¨rkung sind
nur die Strukturen dargestellt,
die eine den Kollagenfasern
vergleichbare Dichte aufweisen.
Um die dreidimensionale Anordnung mit Hilfe der Stereoskopie besser erfassen zu
ko¨nnen wurden zwei STIM-Bilder mit um 6,5◦versetzten Projektionsrichtungen (Blick-
richtungen) aufgenommen und mit vollsta¨ndigen Strukturen stereographisch dargestellt
(Abb. 9.12). Die Fasern umlaufen die Zellen, die sich ebenfalls in radialer Richtung ori-
entieren. Daran wird ersichtlich, wie eng der strukturelle und funktionelle Zusammen-
hang zwischen Zellen und der sie umgebenden Matrix ist [Alb95]. Da die Chondrozyten
die Knorpelmatrix, also auch die Kollagene produzieren werden sie einen entscheiden-
den Einfluss auf deren Orientierung ausu¨ben. Ebenso werden die Chondrozyten in ihrer
Orientierung durch die Matrix beeinflusst.
9.2 Kollagene Strukturen in der Tibia 125
Abb. 9.12: Stereoskopische Abbildung der Fasern aus Bild 9.11 mit vollsta¨ndigen Strukturen. Die
Abbildung ist im Parallelblick zu betrachten; das linke Auge schaut auf das linke Bild wa¨hrend das
rechte Auge auf das rechte Bild schaut.
9.2.3 Tibiale hypertrophe Zone
In der hypertrophen Zone des tibialen Knorpels wurden ebenfalls einzelne kollagene
Fasern nachgewiesen. Auch hier besta¨tigte sich, wie in der femoralen hypertrophen
Zone, erwartungsgema¨ß die aus dem PLM-Bild abgeleitete radiale Ausrichtung der
Fasern. Sie sind senkrecht im Kalkknorpel verankert. Ihre Dicke betra¨gt etwa 300 nm.
Fasern unter 150 nm Dicke konnten nicht mehr aufgelo¨st werden.
Abb. 9.13: STIM-Aufnahme
(40µm × 40µm) am U¨bergang
der hypertrophen Zone zum
Kalkknorpel. Die kollagenen
Fasern mu¨nden senkrecht in den
Kalkknorpel. Die Verkalkung
der Knorpelmatrix erfolgt um
die Chondrone herum entlang
der Kollagenfasern.
Abbildung 9.13 zeigt nochmal vergro¨ßert die Aufnahme Nr. 14 in Abbildung 9.8
am U¨bergang der hypertrophen Zone zum Kalkknorpel (dichter Bereich unten links).
Die aufgetu¨rmten Chondrozyten sind von kollagenen Fasern umgeben an denen die
Verkalkung der Knorpelmatrix zwischen den sa¨ulenartigen Chondronen voranschreitet.
Die STIM-Aufnahme Nr. 15 in Abbildung 9.8 zeigt die noch intakten Chondrozyten
tiefer im Kalkknorpel. Spa¨ter sterben die Chondrozyten durch Apoptosis und lo¨sen sich
auf, wodurch die Hohlra¨ume entstehen, die im Knochen vaskularisiert werden [Pri00].
Im Gegensatz zu dem in Abbildung 9.1 gezeigten NMR-Bild, zeigt die tibiale hy-
pertrophe Zone im NMR-Bild (Abb. 9.8) in dem mit STIM untersuchten Bereich das
fu¨r radiale Orientierung typische hypointense Verhalten. Die hypertrophe Zone und die
Radia¨rzone sind sich, wie aus den STIM-Aufnahmen hervorgeht, im tibialen Knorpel
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auch in ihrer kollagenen Struktur sehr a¨hnlich. Die strukturelle A¨hnlichkeit der beiden
Zonen wurde auch in der Studie von Hwang und Mitarbeitern beobachtet [Hwa92].
Kapitel 10
Ausblick
10.1 STIM-Tomographie am Knorpel
Die in Kapitel 9 beschriebenen kollagenen Strukturen haben im Knorpel eine dreidi-
mensionale Anordnung. In der femoralen Zone tangentialer Kollagenausrichtung konn-
te aber die Struktur nicht zweifelsfrei ermittelt werden. Zwar ko¨nnen die Ergebnisse
der STIM-Untersuchungen (Abschnitt 9.1.2) durch das Auftreten kollagener Tubu-
li erkla¨rt werden, aber ein endgu¨ltiger Nachweis ist noch offen. Aus der Arbeit von
Gwynn und Mitarbeitern geht hervor, dass die Anordnung kollagener Fibrillen zu
Tubuli wahrscheinlich mit zum grundlegenden Aufbau der kollagenen Knorpelstruktur
geho¨rt [Gwy00]. Es wurde daher die Vermutung gea¨ußert, dass tubula¨re Strukturen
auch bei anderen Spezies zu finden seien.
Die STIM-Tomographie bietet die Mo¨glichkeit, die im Schweineknorpel vorgefunde-
ne, hier nicht sicher gekla¨rte Faservernetzung, in ihrer dreidimensionalen Anordnung
zu untersuchen und darzustellen und so die Struktur genauer aufzukla¨ren. Die dafu¨r
im tomographischen Experiment beno¨tigte Auflo¨sung muss dazu in den Bereich von
etwa 100 nm vordringen.
Unter dieser Aufgabenstellung wurde ein erstes STIM-tomographisches Experiment
an Lipsion zuna¨chst an einer Knorpelprobe aus der Radia¨rzone des tibialen Knor-
pels durchgefu¨hrt. Die Rekonstruktion der dreidimensionalen Dichteverteilung aus den
Messdaten erfolgte am Microanalytical Research Center, School of Physics der Univer-
sity of Melbourne, Australien [Sak]. An Lipsion stehen zur Zeit noch keine geeigneten
Rekonstruktions- und Visualisierungsprogramme zur Verfu¨gung.
Die Rekonstruktion der dreidimensionalen Dichteverteilung konnte die in der Knor-
pelmatrix eingebetteten Knorpelzellen und Teile ihrer inneren Strukturen darstellen.
Jedoch gelang es nicht aufgrund magnetischer Streufelder und einer Probendrift wa¨h-
rend der Messung, mit der Auflo¨sung im Tomogramm in die Na¨he der Auflo¨sung der
Einzelprojektionen zu gelangen. Dadurch war es noch nicht mo¨glich, kollagene Fasern
darzustellen.
Die Ergebnisse zeigen aber, dass die STIM-Tomographie eine geeignete Methode ist,
kollagene Fasern in ihrer ra¨umlichen Anordnung zu visualisieren. Momentan laufen Ar-
beiten, die experimentelle Technik fu¨r die STIM-Tomographie zu verbessern und durch
Einfu¨hrung geeigneter Auswerteprogramme die Methode an Lispion zu etablieren.
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10.1.1 Das Grundprinzip der STIM-Tomographie
Die STIM-Tomographie gewinnt die Information u¨ber die dreidimensionale Massen-
dichteverteilung µ(x, y, z), also u¨ber die Struktur in einer Probe, aus einer Reihe zwei-
dimensionaler Projektionen (STIM-Bilder, vgl. Abschnitt 4.5), die unter unterschied-
lichen Winkeln φ (Zugang zur dritten Dimension) aufgenommen werden. Dabei stellt
jede Zeile i eines STIM-Bildes ein eindimensionales Projektionsprofil λ(P ) der gesuch-
ten zweidimensionalen Dichteverteilung µ(x, y, z = zi) fu¨r die durchstrahlte Schicht zi
dar. Die Werte der Koordinate P entsprechen hierbei den Pixeln in der Zeile i und
λ(P ) dem Energieverlust der Ionen durch die Dichteverteilung entlang der Trajektorie.
Wird die Probe durch Rotation unter verschiedenen Winkeln φ an der Schicht zi
durchstrahlt, entsteht der fu¨r die Rekonstruktion wichtige Satz λφ(P ) an Projektions-
profilen (Abb. 10.1). Bei du¨nnen biologischen Proben kann in erster Na¨herung ange-
nommen werden, dass der Energieverlust von der Richtung unabha¨ngig ist, also die
Symmetriebeziehung λφ(P ) = λφ+180◦(−P ) gilt, das heißt, es genu¨gt einen Satz von






























Abb. 10.1: Prinzip der Aufnah-
me von Projektionen λφ(P ) einer
zweidimensionalen Dichtevertei-
lung µ(x, y) der Schicht an der
Stelle zi aus der dreidimensio-
nalen Dichteverteilung µ(x, y, z).
Die Projektion unter verschiede-
nen Winkeln wird durch Rotati-
on der Probe erreicht.
Die Gesamtheit λφ der Projektionsprofile der Dichteverteilung einer Schicht bil-
det das Sinogramm (Abb. 10.2). Es entha¨lt die Information zur Rekonstruktion der
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Abb. 10.2: Sinogramm λφ(P ) der
Projektionsprofile (360 Projek-
tionen) einer unbekannten Dich-
teverteilung µ(x, y). Durch Re-
konstruktion (Ru¨cktransformati-
on) wird die Dichteverteilung aus
dem Sinogramm bestimmt.
Die Rekonstruktion der dreidimensionalen Dichteverteilung erfolgt in zwei Schrit-
ten. Im ersten Schritt wird fu¨r jede Schicht durch Ru¨cktransformation des zugeho¨rigen
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Sinogramms die zweidimensionale Dichteverteilung bestimmt. Im zweiten Schritt ent-
steht durch Aufeinandersetzen der einzelnen zweidimensionalen Dichteverteilungen die
gesuchte dreidimensionale Verteilung.
10.1.2 Bildrekonstruktion aus Projektionen
Radon beschrieb 1917 das Problem der
”
Bestimmung von Funktionen durch ihre Inte-
gralwerte la¨ngs gewisser Mannigfaltigkeiten“ [Rad17]. Dieses mathematische Problem
tritt bei der STIM-Tomographie als Bestimmung der zweidimensionalen Dichtever-
teilung (Bildrekonstruktion) aus Projektionsprofilen auf. Heute bezeichnet man die
Menge solcher Projektionsprofile λφ(P ), φ = 0
◦ . . . 180◦, als zweidimensionale Radon-
Transformation R2:
R2 {µ(x, y)} = λφ(P ) (10.1)
Das Problem der Bildrekonstruktion aus einem Satz von Projektionen entspricht der
Bestimmung der inversen Radon-Transformation:
µ(x, y) = R−12 {λφ(P )} (10.2)
Die inverse Radon-Transformation zu finden, ist mathematisch nicht trivial. Zudem
werden fu¨r einen praktischen Algorithmus zur Implementierung der inversen Radon-
Transformation noch Einschra¨nkungen no¨tig, die hauptsa¨chlich der diskreten Natur
der Messungen von λφ(P ) geschuldet sind. Eine weitere Schwierigkeit tritt durch die
Abha¨ngigkeit der Lo¨sung von der geometrischen Pra¨zision der Projektionen ein. Ge-
ringe Abweichungen in der Position ko¨nnen ernste Bildfehler bei der Rekonstruktion
verursachen.
Aufgrund der Komplexita¨t des Problems sind daher die Ansa¨tze zur Bestimmung
der inversen Radon-Transformation sehr vielfa¨ltig (analytisch, algebraisch, statistisch)
und fu¨r die ebenso zahlreichen Sonden optimiert, die Anwendung fu¨r tomographische
Messungen finden (Schallwellen, Ro¨ntgenstrahlung, Elektronen, Protonen. . . ).
Die am weitesten verbreitete Rekonstruktion ist die Methode der Ru¨ckprojektion
der gefilterten Projektionen1 nach Gleichung 10.3, bei der das Sinogramm λφ(P ) zu-
na¨chst gefiltert wird durch eine 1D-Fouriertransformation F1 und Multiplikation mit
einer Transferfunktion |ν| mit anschließender inverser Fouriertransformation F−11 , und
dann die Ru¨ckprojektion B2 vom ein- zum zwei-Dimensionalen durchgefu¨hrt wird.
µ(x, y) = B2F−11 |ν| F1 {λφ(P )} (10.3)
Diese Gleichung sei hier nur genannt, ohne tiefer in den mathematischen Formalis-
mus einzudringen. Eine gru¨ndliche Abhandlung u¨ber die Radon-Transformation und
die gefilterte Ru¨ckprojektion sowie die Prinzipien der Bildrekonstruktion finden sich
zum Beispiel in [Bar84, Her80].
Verschiedene Arten der Implementierung der Bildrekonstruktion wurden in eini-
gen Ionenstrahllabors speziell fu¨r die Tomographie mit Ionenstrahlen entwickelt und
zur Anwendung fu¨r STIM- und PIXE-Tomographie gebracht [Pon89, Fis90, Ben92,
Mic98, Sak01].
1engl: Backprojection of Filtered Projections (BFP)
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10.1.3 Aufnahme der Projektionen
Aus einem 10µm dicken Gefrierschnitt des tibialen Knorpels wurde aus der Radia¨rzone
ein Streifen der Gro¨ße 25µm×500µm herausgeschnitten und auf einer Nadelspitze mit
Kohlenstoffkleber (Leit-C, Plano-GmbH) befestigt. Die Nadel mit der Probe wurde zur
axialen Justierung in ein Goniometer gespannt (Abb. 10.3), um die Probenla¨ngsachse





Abb. 10.3: Goniometer zur axia-
len Justierung der Probe. Pro-
benachse und Rotationsachse
mu¨ssen u¨bereinstimmen, damit
sich die Probe bei der Rotation
nicht aus dem Rasterbereich be-
wegt. Links ist vergro¨ßert die an
der Nadel befestigte Knorpelpro-
be im Vergleich zu einem Haar
dargestellt.
Stimmt die Probenachse nicht genau mit der Rotationsachse u¨berein, kann sich die
Probe bei der Rotation aus dem Rasterbereich herausdrehen. Dadurch wird ein Re-
zentrieren der Probe no¨tig, wodurch die geometrische Pra¨zision beeintra¨chtigt werden
kann. Im Sinogramm erscheint das Rezentrieren als Versetzung in den sinusfo¨rmigen
Strukturen. Sie muss vor der Rekonstruktion korrigiert werden.
Die Anzahl der Projektionen N , die no¨tig ist, um die Probe innerhalb eines Kreises
vom Durchmessers d vollsta¨ndig abzutasten wird durch die Schrittweite2 D des Rasters
(Pixelbreite) vorgegeben (Abb. 10.4). Die Anzahl der Projektionen ist demnach gleich
der Anzahl der beno¨tigten Schritte entlang des halben Umfangs pi/2 · d der vollsta¨ndig
abzutastenden Schicht. Fu¨r einen Kreis vom Durchmesser der Rastergro¨ße (Pixelanzahl








Abb. 10.4: Schematische Dar-
stellung des vollsta¨ndigen Abta-
stens durch eine von D und d/2
abha¨ngigen Anzahl an Projektio-
nen.
Die 25µm breite Knorpelprobe wurde u¨ber einen Bereich von 32µm × 32µm in
einem Raster von 250×250 Pixel abgetastet (Schrittweite D = 128 nm). Daraus ergibt
sich theoretisch die beno¨tigte Anzahl an Projektionen zu N = 392. Aus praktischen
Gru¨nden wurden aber nur 360 Projektionen in Schritten von 0,05◦ aufgenommen, die
dennoch ausreichend waren, da sich die 25µm breite Probe innerhalb des vollsta¨ndig
abgetasteten Kreises vom Durchmesser d = 29µm befand. Die Rotation der Probe
erfolgte computergesteuert u¨ber einen Pra¨zisionsschrittmotor.
Der Protonenstrahl hatte eine Intensita¨t von 8000 – 10000 Protonen pro Sekunde.
An jedem Rasterpunkt wurden die Energien von 5 Protonen zur Medianwertbildung
2Die Schrittweite entspricht etwa der Strahlbreite.
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gemessen. Die Aufnahme einer Projektion dauerte weniger als 1 Minute. Nach vier
bis fu¨nf Aufnahmen wurde der Detektor um wenige zehntel Millimeter in seiner Po-
sition verschoben, um Detektorscha¨den zu minimieren. Dazu diente die Position der
Energie der ungebremsten Protonen im Spektrum als Marker. Die Dauer des ganzen
Experiments betrug acht Stunden.
Abbildung 10.5 zeigt die Probe unter verschiedenen Projektionswinkeln. Dargestellt
ist die Energie Et der Protonen nach Transmission, schwarz: kein Energieverlust, weiß:
maximaler Energieverlust. Deutlich sind ein Chondrozytenpaar und dichte intrazel-
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Abb. 10.5: Serie von STIM-Bildern einer Knorpelprobe aus unterschiedlichen Winkeln (Projektionen).
Aus den Projektionen wird ersichtlich, dass die Probe wa¨hrend der Aufnahme der
Projektionen um etwa 4µm (∼ 500 nm/h) nach unten gedriftet ist. Des weiteren va-
riierte die Position des Protonenstrahls durch vera¨nderliche externe Magnetfelder und
Wirbelstro¨me im Rastersystem (vgl. Abschnitt 5.1).
Auf der beiliegenden CD-ROM ist die Abfolge der Projektionen als Video im AVI-
Format gegeben.
10.1.4 3D-Dichteverteilung einer Knorpelprobe
Aus den 360 Projektionen wurde qualitativ die dreidimensionale Dichteverteilung in
der Knorpelprobe bestimmt [Sak]. Zur Visualisierung der Daten wurden Falschfar-
bendarstellungen der Dichteverteilung und Schnittbilder aus unterschiedlicher Ebenen
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erstellt. Sie sind in Form kurzer Videos im MPEG-Format auf der beiliegenden CD-
ROM verfu¨gbar. Abbildung 10.6 zeigt eine Auswahl solcher Darstellungen, an denen









Abb. 10.6: Großes Bild: 3-D-Rekonstruktion der qualitativen Dichteverteilung einer Knorpelprobe
(28µm × 10µm × 30µm) aus der Radia¨rzone des tibialen Knorpels mit radial ausgerichteten Kolla-
genfasern; blau: hohe Dichte, gelb: mittlere Dichte, weiß: niedrige Dichte. Links und rechts sind die
Schnittbilder aus den eingezeichneten Ebenen (1–4) gezeigt; Strukturen niedriger Dichte wurden hier
weggelassen, die mittlere Dichte erscheint rot, ho¨here Dichten von orange u¨ber gelb nach blau.
In der Mitte ist die vollsta¨ndige Dichteverteilung der Probe gezeigt. Die Bereiche in
der Probe mit hoher Dichte wurden blau dargestellt, gelb die Bereiche mittlerer Dichte
und weiß sind die Strukturen geringer Dichte dargestellt.
Am unteren Ende ist das Chondrozytenpaar zu erkennen, das, weiß dargestellt,
die geringe Dichte der Zellen verdeutlicht. Am Rand der Zellen schimmern blau die
dichten Zellkonturen durch. Die linke Kante der Probe fa¨llt durch eine erho¨hte Dichte
auf. Vermutlich handelt es sich dabei um einen Artefakt, das durch Quetschung beim
Schneiden an dieser Stelle entstanden ist.
Die extrazellula¨re Matrix wird im Wesentlichen durch die gelbe Einfa¨rbung dar-
gestellt. In dieser Darstellung ist keine Struktur zu erkennen, die auf den Dichteun-
terschied zwischen Proteoglykanen und kollagenen Fasern zuru¨ckzufu¨hren ist. In den
daneben gezeigten Schnittbildern ist aber die Inhomogenita¨t der extrazellula¨ren Ma-
trix zu erkennen. Es ist nicht anzunehmen, dass die dichteren, orange erscheinenden
Strukturen, Abbildungen von kollagenen Fasern sind und die dunklen Zwischenra¨ume
die Proteoglykanmatrix darstellen. Dafu¨r ist wahrscheinlich der geometrische Fehler in
den Projektionen zu groß, als dass noch eine vernu¨nftige Rekonstruktion der Faseran-
ordnung mo¨glich wa¨re. Dennoch wird hier deutlich, dass u¨ber die Dichteunterschiede
prinzipiell die dreidimensionale Anordnung der Kollagenfasern aufgekla¨rt werden kann.
Das zeigt sich auch an den inneren Strukturen der Chondrozyten. Es sind die schon
aus den einzelnen Projektionen bekannten, dichteren Bereiche innerhalb der Zellen
sehr gut zu erkennen (vgl. Abb. 10.5). Im Vergleich der Abbildungen der Projektionen
und der Tomogramme wird noch einmal die aus den bekannten Gru¨nden reduzier-




A.1 Fitfunktion fu¨r Knorpel-PIXE-Spektren
Die analytische Beschreibung der Funktion zur Anpassung an das gemessene Spektrum
bestand aus der Superposition eines Untergrundanteils und den Anteilen der Linien der
Elemente P, S, Cl, K und Ca. Die beste Beschreibung U(EX) des Untergrunds wurde
durch die Zusammensetzung aus einer Exponentialfunktion mit den Parametern b, E1
und w1 und einer Fehlerfunktion mit den Parametern E2 und w2 erreicht.














Die Ro¨ntgenlinien wurden mit Gaußkurven beschrieben. Fu¨r die Kα- und Kβ-Linien
des Phosphors genu¨gt zur Beschreibung YP(EX) die Verwendung nur einer Gaußkurve
an der Stelle der Kα-Linie mit Hilfe der Parameter Fla¨cheninhalt PP der Kα-Linie und












Die Kα- und Kβ-Linien der schweren Elemente wurden jeweils durch zwei Gaußkurven
angepasst, die u¨ber das Fla¨chenverha¨ltnis VZKβ/Kα als Parameter miteinander verknu¨pft
sind. Die weiteren Parameter fu¨r jedes Element sind der Fla¨cheninhalt PZ der Kα-Linie
























Die Summe aus der Untergrundbeschreibung und der Elementlinienbeschreibung ergibt
die analytische Modellform fu¨r das gemessene Spektrum mit den gesuchten Peakinhal-
ten1 der Kα-Linien PP, PS, PCl, PK und PCa:











1Peakinhalte im Energiespektrum; zur Berechnung der Intensita¨t einer Linie muss der Peakinhalt
des Energiespektrums durch den Energie-Kanal-Konversionsfaktor geteilt werden.
133
134 A Anhang









































Nr. NMR Probe Bemerkungen
















5 Femur FZ Rossendorf
dm040697 Elementprofile
6 Femur FZ Rossendorf
cm120697 Elementprofile
7 Femur FZ Rossendorf
am171197 Elementmaps
8 Femur FZ Rossendorf
a2240498 Elementmaps
9 Femur Lipsion, FZ Rossendorf
bt100698 gedru¨ckt Element-, Dichtemaps
10 Femur Lipsion, FZ Rossendorf
bt100698 ungedru¨ckt Element-, Dichtemaps
11 Femur 2-4 Lipsion
af090299 Element-, Dichtemaps
12 Femur 1-3 Lipsion
cfl110299 Element-, Dichtemaps
13 Femur 1-3 Lipsion
afl210699 gedru¨ckt/ungedru¨ckt Element-, Dichtemaps
14 Tibia 1-3 Lipsion
atl210699 gedru¨ckt/ungedru¨ckt Element-, Dichtemaps
15 Femur 1-3 Lipsion
afm240700 Element-, Dichtemaps
16 Tibia 1-3 Lipsion
atm240700 Element-, Dichtemaps
Tab. A.1: U¨bersicht u¨ber die untersuchten Proben mit Ort und Art der Analyse;
”
Bunker“: alter
Leipziger van-de-Graaff-Beschleuniger, FZ Rossendorf: Mikrosonde-Rossendorf.
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A.3 Inhalt der CD-ROM
Die Videodateien wurden von A. Sakellariou am Micro-Analytical Research Cen-
tre, School of Physics, University of Melbourne, zur Visualisierung der rekonstruierten
qualitativen 3D-Dichteverteilung einer Knorpelprobe (30µm × 30µm × 10µm) ange-
fertigt. Bei front, side und top wird die Dichte von rot u¨ber orange, gelb, gru¨n nach
blau gro¨ßer. Das Bild von vis5.mpg ist das Bezugsbild der Dateibeschreibungen. Die
Videodateien vis# zeigen Bereiche unterschiedlicher Dichte, gera¨ndert dargestellt: blau
Strukturen hoher Dichte, gelb mittlerer Dichte und weiß niedriger Dichte.
360projections.avi – Folge der 360 Projektionen
front.mpg – Ebenenfolge von links nach rechts
side.mpg – Ebenenfolge von hinten nach vorn
top.mpg – Ebenenfolge von unten nach oben
vis1.mpg – hohe Dichte
vis2.mpg – hohe Dichte
vis3.mpg – hohe Dichte, mittlere Dichte
vis4.mpg – hohe Dichte, mittlere Dichte
vis5.mpg – hohe Dichte, mittlere Dichte, niedrige Dichte
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Einfu¨hrung
In Deutschland leiden etwa 8 – 9 Millionen Menschen an arthrotischen Vera¨nderungen
der Gelenke. Dennoch ist eine Verhinderung oder zumindest eine Verzo¨gerung der ar-
throtischen, degenerativen Gelenkerkrankungen immer noch ein ungelo¨stes Problem.
Die Ansa¨tze zu dessen Lo¨sung beinhalten daher die Kla¨rung grundlegender Fragen
krankhafter arthrotischer Vera¨nderungen und die Erforschung des Aufbaus und der
Funktionsweise des artikula¨ren Knorpels.
Im Rahmen umfangreicher Untersuchungen der Gruppe um Prof. Gru¨nder der Uni-
versita¨t Leipzig wurde die hochauflo¨sende Magnetresonanztomographie (MRT) ein-
gesetzt, um das Potential dieser Methode fu¨r eine verbesserte Gelenkdiagnostik im
klinischen Einsatz zu entwickeln. Die MRT ermo¨glicht neben der Darstellung von Ge-
lenkoberfla¨che und -dicke auch die Untersuchung der anisotropen Orientierung der Was-
sermoleku¨le im Knorpel. Das ermo¨glicht Ru¨ckschlu¨sse auf die Ausrichtung kollagener
Fasern und damit auf die Integrita¨t des Fasernetzwerkes im Knorpel. Hier verspricht die
hochauflo¨sende MRT einen Ansatzpunkt, arthrotische Vera¨nderungen in ihren fru¨hen
Stadien und deren initiale Prozesse sichtbar und charakterisierbar zu machen. Jedoch
werden die Beziehungen zwischen Zonen unterschiedlicher NMR-Signalintensita¨t und
kollagener Struktur im Knorpel noch kontrovers diskutiert (hypointense Zonen weisen
auf eine tangentiale bzw. radiale Ausrichtung der kollagenen Fasern hin). Des Weite-
ren sind die Entstehung der NMR-sensitiven Strukturen und deren pathogenetische
Bedeutung noch ungenu¨gend erforscht.
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Problemstellung
Histochemische Untersuchungen zeigen, dass der Einfluss von Ca2+ als mo¨gliche Ur-
sache der Entstehung NMR-sensitiver Zonen in Betracht gezogen werden muss. Eine
Hypothese vermutet eine Calcium-induzierte Transformation des kollagenen Netzwer-
kes. Daraus ergaben sich zwei Fragen, deren Beantwortung zur Kla¨rung der Arthrose
initiierenden Mechanismen beitragen ko¨nnen:
(i) Korreliert die Calcium- bzw. Ca2+-Konzentrationsverteilung mit den
NMR-mikroskopisch beobachteten Bereichen unterschiedlicher Signal-
intensita¨t? Wie verhalten sich die Verteilungen der anderen Elemente?
(ii) Sind die einzelnen kollagenen Fasern tatsa¨chlich in einer Weise ausge-
richtet, wie sie sich aus NMR-Signalintensita¨ten ableiten la¨sst?
Methodische Lo¨sungsansa¨tze
Die ortsaufgelo¨ste Analyse mit fokussierten Ionenstrahlen bietet geeignete Methoden
zur Element- und Strukturanalyse, die im Vergleich mit anderen Methoden zur Beant-
wortung der gestellten Fragen beitragen.
Durch die Spektrometrie teilcheninduzierter Ro¨ntgenstrahlung lassen sich von den
im Knorpel vorkommenden Elementen die Verteilungen von P, S, Cl, K und Ca unter-
suchen (PIXE). Die Verteilungen der Hauptelemente C, N und O ko¨nnen u¨ber die Spek-
trometrie ru¨ckgestreuter Teilchen analysiert werden (RBS). Der Nachweis des ebenfalls
im Knorpel reichlich vorkommenden Elements H gelingt u¨ber die Spektrometrie in
Vorwa¨rtsrichtung gestreuter Teilchen (ERDA). Die Verteilungen der Elemente Na und
Mg gestaltet sich etwas schwieriger. Der Nachweis der charakteristischen Ro¨ntgenstrah-
lung dieser Elemente ist aufgrund der geringen Energie nur mit a¨ußerst effizienten De-
tektionssystemen mo¨glich. Bei der Spektrometrie teilcheninduzierter Gammastrahlung
(PIGE) erlauben die geringen Wirkungsquerschnitte keine effiziente Analyse. Daher
blieben Fragen zur Elementverteilung von Natrium und Magnesium vorerst unbeant-
wortet. Derartige Untersuchungen bedu¨rfen einer gezielten Optimierung und Weiter-
entwicklung der analytischen Mo¨glichkeiten an Lipsion.
Die hochauflo¨sende Transmissionsionenmikroskopie (STIM, Auflo¨sung < 100 nm)
ermo¨glicht es, u¨ber die Dichteunterschiede in der Knorpelmatrix einzelne kollagene
Fasern oder sogar einzelne Fibrillen in einem großen Volumen in ihrer – bis auf den
Wasserentzug – natu¨rlichen Umgebung darzustellen. Mit Hilfe der STIM-Tomographie
kann die dreidimensionale Anordnung der kollagenen Fasern ermittelt werden.
Fu¨r die ionenstrahlanalytische Untersuchung von Gelenkknorpel wurden Proben
aus dem Kniegelenk (condylus femoralis und caput tibiae) des Hausschweins gewon-
nen. Nach der Charakterisierung mit der hochauflo¨senden MRT (Referenzbilder mit
hypointensen Zonen) wurden die Proben schockgefroren, mit einem Kryomikrotom in
radiale Schnitte zerlegt und anschließend gefriergetrocknet.
Ergebnisse
(i) Bei physiologischen und biochemischen Prozessen im Knorpel spielen Elemente wie
P, S, Cl, K und Ca eine große Rolle, die zum einen ionisch als Elektrolyte vorliegen
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und zum anderen Bestandteile der Knorpelmatrix und der Zellen bilden. Sie sind die
Elemente, die neben H, C, N und O am ha¨ufigsten im Knorpel vorkommen. Von diesen
Elementen wurden zweidimensionale qualitative Verteilungen im Knorpelquerschnitt
aufgenommen. Dabei wurden den physiologisch unterschiedlichen Zonen im Knorpel
entsprechende Verteilungen gefunden.
Die Phosphorverteilung korreliert im Wesentlichen mit der Verteilung der Zellen,
da sie die phosphatreichen Zellorganellen widerspiegelt, und sie korreliert auch stellen-
weise, hauptsa¨chlich in der oberfla¨chigen Tangentialfaserschicht, mit der Calciumver-
teilung, was das Auftreten calciumphosphathaltiger Ablagerungen vermuten la¨sst.
Die Schwefelverteilung ist ein Indikator fu¨r die Verteilung des Knorpelbestandteils
Proteoglykan (PG). Im Bereich des hypertrophen Knorpels, nahe der Verkalkungszone
zum Knochen hin, erho¨ht sich die Schwefelkonzentration durch eine versta¨rkte PG-
Synthese in den hypertrophen Knorpelzellen beziehungsweise durch eine verminderte
PG-Degradation. Dort herrscht auch ein alkalisches Milieu vor, das in der Kaliumver-
teilung durch einen erho¨hten Kaliumgehalt zum Ausdruck kommt. Die Schwefel- und
Kaliumverteilung zeigen eine Verminderung der Konzentration an der Knorpelober-
fla¨che und in den Bereichen der NMR-hypointensen Zonen.
Die Chlorverteilung zeigte eine zur Schwefelverteilung fast spiegelsymmetrische Ver-
teilung. Dieses gegensa¨tzliche Verhalten la¨sst sich durch die starke elektrostatische Ab-
stoßung der Cl−-Ionen durch die hohe negative Ladungsdichte der PG (SO−3 ) erkla¨ren.
In der NMR-hypointensen Zonen war der Chlorgehalt maximal.
Die Matrixelemente H, C, N und O verdichteten sich in der NMR-hypointensen Zo-
ne. Die relative Konzentration von Kohlenstoff erho¨hte sich dort, wa¨hrend die relativen
Konzentrationen von Stickstoff und Sauerstoff abnahmen. Die Verteilungen deuten auf
eine erho¨hte Kollagen- und verminderte PG-Dichte in den Zonen hypointensen NMR-
Signals hin.
Aufgrund des strukturell unterschiedlichen Aufbaus der Matrixkomponenten, seilar-
tig das Kollagen und flaschenbu¨rstenartig die Proteoglykane, kommt das Verha¨ltnis von
Kollagen- und PG-Anteil auch in der Massendichteverteilung im Knorpel zum Aus-
druck. STIM-Untersuchungen ergaben eine erho¨hte Massendichte in den Bereichen mit
NMR-hypointensen Signalen (bis zu einem Faktor vier im gefriergetrockneten Zustand).
Die Calciumverteilung zeigte nicht die vermutete Korrelation zwischen hypointensen
Zonen und ho¨herem Calciumgehalt. Dennoch zeigt die Verteilung einige bemerkenswer-
te Besonderheiten: Im Bereich des hypertrophen Knorpels ist die Calciumkonzentra-
tion erho¨ht. In der Wachstumsphase ist das die physiologische Voraussetzung fu¨r eine
Knorpelverkalkung die zur Knochenbildung fu¨hrt (chondrale Ossifikation). U¨ber se-
kretorische Vesikel werden Kalzifizierungskeime in die Matrix eingebaut, an denen die
Verkalkung des Knorpels beginnt. Es finden sich auch punktfo¨rmige Calciumanreiche-
rungen innerhalb des Knorpels. Sie treten oft im Bereich des U¨bergangs von geringer zu
ho¨herer oder innerhalb der hohen Kollagendichte auf. Bemerkenswert ist auch die hohe
Calciumkonzentration an der Knorpeloberfla¨che bzw. in der oberfla¨chigen Tangenti-
alfaserschicht. Dort findet sich auch eine hohe Phosphorkonzentration, was auf eine
mo¨gliche Kalzifizierung schließen la¨sst. Es ist zu vermuten, dass bei hoher Kollagen-
dichte das Festsetzen und Vergro¨ßern von Kalzifizierungskeimen wahrscheinlicher ist
als im u¨brigen Knorpelgewebe. Das ko¨nnte die Versorgungswege des Knorpels u¨ber die
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verminderte Durchla¨ssigkeit der Tangentialfaserschicht einschra¨nken und so eine Unter-
versorgung der Chondrozyten provozieren, die zu verminderter Regenerationsfa¨higkeit
und damit zu schnelleren Degenerationserscheinungen mit mechanischer Scha¨digung
des Knorpels fu¨hren kann.
(ii) Mit STIM wurden u¨ber den Dichtekontrast erstmals kollagene Fasern in ihrer,
bis auf den Wasserentzug, natu¨rlichen Umgebung und damit nahezu unvera¨nderten
Anordnung sichtbar gemacht. Ein Demaskieren der Fasern durch chemische Behand-
lung oder Gefrierbruch war nicht no¨tig. Im Gegensatz zur elektronenmikroskopischen
Darstellung von kollagenen Fasern ist dadurch die Gefahr der Strukturvera¨nderung
durch pra¨parative Artefakte wesentlich kleiner.
Die Anordnung und Orientierung der kollagenen Fasern sind sowohl im femoralen
als auch im tibialen Knorpel untersucht worden. Dabei konnten die tangential verlau-
fenden Fasern der oberfla¨chennahen Tangentialfaserschicht sichtbar gemacht werden.
Mit zunehmendem Abstand von der Oberfla¨che verlieren die kollagenen Fasern ihre Ori-
entierung, werden du¨nner und vernetzen sta¨rker. Im kollagenen Netzwerk werden arka-
denfo¨rmige U¨berstrukturen sichtbar. Jedoch wurde keine blattartige Lamellenstruktur
beobachtet, wie es zum Teil in der Literatur beschrieben wird. Ab etwa 100µm Entfer-
nung von der Oberfla¨che la¨sst sich keine Vorzugsorientierung mehr erkennen. In diesem
Bereich wird auch durch die NMR-Untersuchungen keine Orientierung erwartet. Tiefer
im tibialen Knorpel wurden entsprechend der NMR-Untersuchung radial ausgerichtete
Fasern nachgewiesen. Im femoralen Knorpel werden auch Zonen tangential ausgerichte-
ter Fasern durch die NMR vermutet. Hier konnten keine einzelnen, tangential verlaufen-
den Fasern nachgewiesen werden. Es ist zu vermuten, dass sich die kollagenen Fasern zu
tangential verlaufenden mikrotubula¨ren Strukturen verbinden, die eine NMR-sensitive
Vorzugsorientierung der Matrix begru¨nden. Das ist insofern u¨berraschend, weil trotz
jahrelanger, intensiver elektronenmikroskopischer Untersuchungen erst im Jahr 2000
von tubula¨ren, kollagenen Strukturen berichtet wurde. Solche Strukturen ha¨tten im
Gegensatz zu der bisher angenommenen Netzwerkstruktur einen gravierenden Einfluss
auf die Diffusions- und damit Versorgungswege innerhalb des Knorpels.
Ausblick
Zur Besta¨tigung der Hypothese u¨ber das Auftreten mikrotubula¨rer Strukturen, bedarf
es vertiefender Untersuchungen in Hinblick auf ihren dreidimensionalen Aufbau. Dazu
ist die STIM-Tomographie gut geeignet. Ein erstes tomographisches Experiment wurde
am Ende der Arbeit durchgefu¨hrt. Aus dem tibialen Knorpel im Bereich radial ausge-
richteter kollagener Fasern wurde eine Probe von 30µm × 10µm × 30µm pra¨pariert.
Die Probe wurde mit einem Raster von 250 × 250 Pixeln in 360 Projektion (Rotati-
on u¨ber 180◦in Schritten von 0,5◦) vermessen. Daraus ergibt sich eine Voxelgro¨ße mit
120 nm Kantenla¨nge. Diese Auflo¨sung ist ausreichend, um die dreidimensionale Anord-
nung der Fasern zu ermitteln. Jedoch verschlechterte sich die Auflo¨sung durch sto¨rende
Einflu¨sse externer Magnetfelder und durch eine vertikale Drift der Probe. Durch die
Optimierung der STIM-Tomographie an Lipsion werden hochauflo¨sende Messungen
dreidimensionaler Strukturen mo¨glich.
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